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BR Inet PI Se ARA 


基因 研究 是 20 the ae EK. 2048) EEO, DURBAN E, 
生命 科学 通过 对 基因 分 离 、 独 立 分 配 、 连 锁 及 化 学 属性 等 的 研究 ， 最 后 以 作为 中 
传 信息 载体 的 DNA 双 螺 旋 结 构 的 提出 而 告捷 ; 20 世纪 的 下 半 叶 ， 以 分 子 生 物 学 
为 代表 ， 生 命 科 学 道 过 对 基因 复制 、 转 录 、 番 译 及 遗传 密码 的 分 析 与 倒 译 ， 最 终 
以 统一 生命 世界 各 层次 、 生 命 科 学 各 分 支 的 “中 心 法 则 ”的 问世 而 集成 ; 20 世 
纪 90 年 代 ， 随 着 全 球 性 基因 组 计划 尤其 是 人 类 基因 组 计划 (HGP) 规模 空前 、 
回 度 惊人 的 推进 ， 基 因 研究 已 接近 “登峰造极 "， 人 类 对 生命 世界 的 理性 认识 达 
到 了 前 所 未 有 的 深度 与 广度 ， 

人 类 基因 组 计划 被 誉 为 20 世纪 的 三 大 科技 工程 之 一 。 其 划时代 的 研究 成 果 
一 一 人 类 基因 组 序列 草图 的 完成 ， 宣 告 太一 个 新 的 纪元 … 一 “后 基因 组 时 代 ” 的 
到 来 。 其 中 ， 功 能 基因 组 学 《functional genomics) 成 为 研究 的 重心 ， 蛋 白质 组 学 
(proteomics) WEL "rh SERE". TERA IE, Nature. Science 分 别 在 2001 
年 2 月 15 日 、16 月 公布 人 类 基因 组 草 图 的 同时 ， 分 别 发 表 “And now for the 
proteome” (Nature 409; 747, 2001), "Proteomics in genomeland" (Science 291; 
1221, 2001) FFE RA, HR AMH RAH ES HE, Awe 
TY) RE 3 [RI 28 7:33. A AR eS, BR attie AAR V 
源 一 一 人 类 基因 尤其 是 重要 功能 基因 争夺 战 的 重要 “战场 ”。 

人 们 在 欢呼 基因 组 计划 逻 煌 业绩 之 时 ， 亦 意 来 愈 清醒 地 意识 到 一 项 更 艰巨 、 
更 宏大 的 任务 即 基因 组 功能 的 闸 明 已 经 摆 在 面前 ， 生 命 科学 儿 平 在 转瞬 之 间 并 始 
了 新 的 征程 一 一 重 白 质 组 研究 [31， 进 入 了 一 个 新 的 纪元 后 基因 组 时 代 
(postgenome eta)[45。 人 类 经 过 一 个 世纪 的 跋涉 ， 重 返 现代 持 命 科学 的 发 源 地 之 
一 ， 蛋 白质 这 一 生命 活动 的 执行 栖 。 当 然 ， 这 不 是 简单 的 回归 ， 而 是 : -次 走 
正 的 黑 梅 尔 式 的 “ 重 返 ”。 


第 一 节 人 类 基因 组 计划 及 蛋白 质 组 研究 的 历史 背景 
一 、 基 因 组 计划 的 成 就 

以 人 类 基因 组 计划 为 代表 的 基因 组 计划 是 20 Hh Ze DUK T o n RC T EG 
计划 与 阿波 罗 登 月 计划 的 重大 科技 工程 。 其 中 ，HGP ESE AERIAL 24 条 


1 ， 


色 体 上 5 万 左右 基因 的 作 图 (遗传 图 与 物理 图 ) 30 30 亿 碱 基 的 DNA 全 序列 的 测 
定 。 此 计划 自 1990 年 实施 以 来 进展 神速 ，1994 年 人 基因 组 全 套 直 人心 连 锁 图 发 
RS) 1995 年 全 基 欠 组 藉 盖 率 高 达 94% 的 物理 图 问世 "1; Ae, RT ABA 
组 初步 全 物理 图 ，3、12、16、22 号 染色 体高 密度 物理 图 以 及 30 余 万 左 右 cDNA 
(EST) 序列 信息 的 “人 基因 组 指南 ”经 Nature 结集 出 版 [1，2000 年 5 月 26 
日 ， 宣 告 人 类 基因 组 序列 草图 测定 完成 ; 2001 年 2 月 15 日 、16 日 ， 国 际 人 类 基 
国 组 计划 与 美国 Celera 公司 分 别 在 Nature. Science 公布 人 类 基因 组 草图 19]1。 与 
此 同时 ， 模 式 生 物 与 致 病 微 生物 等 的 基因 组 研究 亦 如 火 如 巷 地 展开 。 自 1995 年 
ZIRE (Mycoplasma genitalium) 和 流感 嗜 血 杆菌 (Hemophilus influenzae) 基 
固 组 全 序列 发 表 09. 90 以来， 已 相继 有 10 余 种 原核 生物 的 基因 组 全 序列 发 表 ， 如 
KA 〈K-12)021。 更 令 人 振奋 的 是 ， 第 一 个 真 核 生 物 一 一 醇 址 的 基因 组 全 序 
列 于 1996 FHE, KE, Nature 再 次 推出 (酵母 基因 组 指南 ) 专辑 [M1。 此 
外 ， 多 细胞 真 核 生物 线虫 (Caenorhabditis elegans) 的 全 基因 组 序列 测定 也 取得 
EHR), ME 2001 年 底 ， 已 有 不 少 于 75 种 生物 的 基因 组 全 序列 测定 完成 ， 
基因 组 计划 已 经 进入 全 面 收获 的 “金秋 时 节 ”( 表 1-1 综合 了 共 75 个 且 前 已 经 完 
成 全 蕊 因 组 序列 测定 的 生物 })， 而 “ 海 基 ”的 基因 序列 数据 为 生命 科学 多 层次 、 
多 分 支 的 研究 提供 了 丰富 的 宝藏 。 


#11 目前 已 经 完成 全 基因 组 序列 测定 的 生物 
{ 共 35 人 个， 截至 2002 Æ) 


生物 种 莹 基因 组 大 小 /kb ORF #4 测序 机 构 
Tris (12 个 ) 
Metha 

ANS 1664 1750 美国 伊利 诺 伊 州立 天 学 和 TIGR 公司 
jannaschii 
DSM 2661 

Mothanobacterium 
thermoattotrophicuin 1751 1918 SR ey ARS RS 
delta H 
Archaeoglobus 

fulgidus 2178 2493 RSPR PAE AEA TIGR 公司 
DSM4304 

Pyrococ: 

aus 东京 太 学 和 日 本 NITE (National Institute of 
horikoshii ( shinkaj } 1738 L979 
Technology and Evaluation) 
OT3 

Aeropyrum 1660 2620 日 本 NITE (National Institute of Technology 
perntz Ki and Evaluation} 

P 

recens 1765 1765 HE Genoscope 中 心 


abyssi GES 
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生物 种 类 
Halobacterium 
sp. NRC-1 
ThermabMasma 
acidophilum 
Thermo plasma 
volcanium GSS1 
Sui folobus 
solfataricus 
F2 
Sulfolobus 
tokodaii 了 
Pyrobaculum 
aeraphilum 1M2 
mW T) 
Haemophilus 
influentae KW20 
Mscoplaima 
genitattum G-37 
Synechocystis 
sp. PCC6803 
Mycoplasma 
pneumoniae M129 
Escherichia 
coli K12- MG1655 
Helicobacter 
pylori 26695 
Bacillus 
subtilis 168 
Borrelia 
burgdorfert B31 
Aquifer 
aeolicus VF5 
Mycobacterium. 
tuberculosis 
H37Rv (lab strain) 
Treponema 
pallidum subsp. 
pallidum Nichols 


基因 组 大 小 /kb ORF KH 
2014 2058 
1564 1478 
1584 1524 
2992 2977 
2694 2826 
2222 2587 
1830 1850 
580 468 
3573 3168 
816 677 
4639 4289 
1667 1590 
4214 4099 
1230 1256 
1551 1544 
4411 4402 
1138 1041 


SUR 
测序 机 构 


华盛顿 太 学 和 麻 省 州立 大学 


EH Max Planck 生化 研究 所 和 Medigenomix 
公司 

日 本 AIST (National Institute. of Advanced 
Industrial Science and Technology 

欧盟 和 和 加拿大 生物 信息 资源 中 心 

日 本 NITE (National Institute of Technology 
and Evaluation) 


IF] 4 EEE Tt BE (California Institute of 
Technology) 和 加 州 大 学 


TIGR 公司 


TIGR 公司 


日 本 Kazusa DNA Research institute (KDRI) 


TELE ER 


美国 威斯康辛 大学 


TIGR 公司 


法 国 Pasteur 研究 所 和 日 本 京都 大 学 


Brookhaven Natl 实验 室 和 和 TIGR 公司 


Sé pre ape n ur A 


英国 Sanger 中 心 


CNA TIGR 公司 


生物 种 类 
Chlamydia 
trachomatis 
serovar D 
Rickettsia 
prowazerii 
Madrid E 
Helicohorter 


MSBS 
Deinococcus 
radiodurans 

R1 
Urea plasma 
urealyticum 
serovar 3 
Campylobacter 
jejuni 

NCTC 11168 

Chiamydia 

preumoniag 

ARIS 
Chlamydia 

trachomatis MoPn 
Nigg 
Meisseria 
meningitidis 
MC58 {serogroup D) 
Neisseria 
mentngitidis 
22491 (serogroup A) 
Bacillus 
halodurans 
C-125 


基因 组 大 小 /上 


1042 


1111 


1643 


1230 


1860 


3284 


751 


1641 


1229 


1069 


Z272 


2184 


4202 


ORF 数目 


896 


834 


1495 


1052 


1877 


3187 


650 


1654 


1052 


924 


2158 


2121 


4066 


DES 
测 译 机 构 
美国 斯 坦 福 友 学 和 加利福尼亚 大 学 伯 交 革 分 
校 


瑞典 Uppsala 大 学 


基因 组 治疗 公司 和 美国 Astra 公司 


美国 斯 坦 栖 大 学 和 胡 利 福 志 亚 去 学 佑 克 药 分 
校 


TIGR 公司 


TIGR 公司 


Eli Lilly 公司 和 美国 Alabama 大 学 、Perkin 
Elmer 公司 


英国 Sanger 中 心 和 英国 Leicester 大 学 、 伦 
就 卫生 与 热带 医学 学 校 


英国 Sanger 中 心 和 加 拿 大 Manitoba 大 学 


英国 Sanger PLAMEK Manitoba 大 学 


TIGR 公司 


SB Sanger POM ERAS, WE Max- 
Planck 分 子 遗 传 学 研究 所 


日 本 海洋 科学 技术 中 心 


生物 种 类 


基因 组 大 小 /kb 


Chlamydia 
pneumoniae 
J138 


Xyiella 
fastidiosa CVC 
8. 1. b clone 
9.2. S.c 


Vibrio 
cholerae 
serotype O1, Biotype 


El Tor, strain 
N16961 


Pseudomonas 
aeruginosa 
FAOI 
Buchnera 
sp. 

APS 
Mesorhizobium 
loti 
MAFF303099 


Escherichia 
coli 0157, H7 
EDL933 


Mycobacterium 
deprae 
TN 
Escherichia 
coli 157; H7. 
Sakai 
Pasteurella 
multocida 
Pm70 


Caulobacter 


crescentus 


1228 


2679 


4000 


6264 


640 


7596 


4100 


3268 


5594 


2250 


4016 


ORF WE 


1070 


2904 


3885 


5570 


564 


6752 


5283 


1604 


5448 


2014 


3737 


Bx 


测序 机 构 


日 本 Yamaguchi KÆR KYUSHU 大 学 


巴西 ONSA 中 心 


TIGR 公司 


2H ERR ASA Chiron 公司 


日 本 东京 大 学 和 RIKEN 研究 所 【The Insti- 
tute of Physical and Chemical Research) 


日 本 Kazusa DNA Research Institute (KDRI) 


美国 威斯康辛 大 学 


英国 Sanger 中 心 和 法 国 Pasteur 研究 所 


日 本 京都 大 学 


美国 明 思 苏 达 州立 大 学 


TIGR 公司 


gre 


生物 种 奖 基因 组 大 小 /kb ORF 数目 测序 机 构 
Streptococcus 
Pyogenes 1852 1696 美国 航 克 拉 荷 马 州 立 大 学 
SF37D (M1? 
Lactococeus 
lactis 2365 2266 HH Genoscope 中 心 
11.1403 
Staphylococcus A Æ NITE (National Institute of Technology 
aureus 2813 2594 and Evaluation) 和 Juntendo KÆ, Tsuku- 
N315 ba KS. RAKE. KYUSHU 大 学 等 
Staphylococcus 日 本 NITE (National Institute of Technology 
aureus 2878 2697 and Evaluation) 和 Juntendo 大 学 Tsuka- 
Mu50 ba AS. RRA. KYUSHU 天 学 等 
Mycobacterium 
tuberculosis 4403 4187 TIGR 公司 
CDC 1551 
M, 
»oplasma 963 782 HE Genoscope 中 心 
Dbulmenis 
Streptococcus 
pueumoniae 2160 2094 AE DE SR ir 8] 
TIGR4 
Sinorhizobium 
meliloti 6690 6205 BK E A 3 Er Nr ELA 
1021 
Srreptococcus 
pneumoniae 2038 2043 Eli Lilly 公司 
R6 
Rickettsia 
conorii 1268 1374 法 国 Genoscope 中 心 
Malish 7 
Yersinia 
pestis 英国 Sanger 中 心 和 MDS 公司 、Dstl ERE, 
4653 4012 
CO-92 Biovar 帝国 学 院 
Orientalis 
Salmonella 
typhi 4809 4600 英国 Sanger 中 心 和 帝国 学 院 
cTis 


ge 


生物 种 类 基因 组 大 小 /kb ORF 数 日 测序 机 构 
Salmonella 
typhimurium, LT 4857 4597 Xl PRM RS 
SGSCt412 
Listeria 
innocua ` 
3014 2981 法 国 Pasteur 研究 所 
Clip11262, 
rhamnose- negative 
Listerta 
mona ytogenes 2944 2855 BI Pasteur AJ TE BT 
EGD-e 
Nastoe 
日 本 Kazusa DNA Research Institute (KDRI) 
sp. 6413 5366 - 
HUE Vr PLA ARS 
PCC 7120 
Agrobacterium 
2. 美国 Monsanto 公司 和 Cereon 公司 、Rich- 
fume faciens 4915 3299 
mond 大 学 
C58-Cereon 
Agrobacterium _ 
美国 华盛顿 大 学 和 Duon 公司 、 巴 丁 
tumefaciens 4915 5402 Campinas 大 学 
C58-DuPont mpinas 
Ralstonia . 
法 国 Genoscope 中 心 和 INRA Zt E], CNRS 
sola nacearum 5810 5120 
公司 
GM11000 
Brucella . 
2. 美国 Scranton 大 学 和 Integrated Genomics 4 
melilensis 3294 3197 , 
7 
16M 
Clostridium 
日 本 Tsukuba 大 学 和 Kitasato KS. Kyushu 
perfringens 3031 2660 
Ke 
i3 
真 核 生物 {9 +) 
Saccharomyces 
cerevisiae 12 069 6294 国际 合作 
S288C 
Caenorhabditis 、 
97 000 19 099 美国 华盛顿 大 学 和 英国 Sanger 中 心 
elegans 
美国 Celera AAA MAAR RSE DG 
Drosophila 
137 000 14 106 (Lresephila Genome Project). Baylor Col- 
melanogaster 


lege of Medicine. BKHH DGP 


Er 


生物 种 类 基因 组 大 小 /kb ORF # Fi MOF LH 
Arabidopsis 
pss 115 428 25 498 国际 合作 
thaliana 
Homo 
#13000000 35000-50000 ”国际 合作 
Adi ptens 
Guillardia 551 464 dn € X X FR 3f fe UE KE Canadian 
theta Institute for Advanced Research (CIAR), 
HE Philipps 大 学 
Leishmania 257 79 Æ H Seattle Biomedical Research Institute 
major (SBRD 
Friedlin 
Chromosome 1 
Plasmodium 
alvi Darum 
falciparum 947 205 TIGR 公司 
3D7 
Chromosome 2 
Plasmodium 
falviburim ` 
3D7 1060 220 英国 Sanger 中 心 


Chromosome 3 


二 、 基 因 组 计划 的 局 限 


任 一 生物 基因 组 计划 [此 处 按 经 典 售 义 指 结 构 基 因 组 学 (structural ge- 
nomics) 分 析 ] 的 完成 均 标 志 着 三 夺 完 整数 据 的 获得 A, WR. SH 
图 。 理 论 上 ， 这 一 什 数 据 将 提供 此 生物 所 有 基因 在 染色 体 上 的 精确 定位 、 基 因 内 
部 序列 结构 与 所 有 基因 间隔 序列 。 但 是 ， 由 于 真 核 生物 中 基因 结构 的 复杂 性 以 及 
现 有 基因 识别 (gene identification) 理论 与 技术 发 展 的 严重 不 足 ， 此 情况 只 适用 
PRK EMRE ARE. ERA SUK, BPE HGP 能 在 2001 年 完成 ， 也 并 不 
表明 此 时 人 类 对 自身 基因 组 的 所 有 基因 及 其 间隔 序列 已 完全 确定 。 真 核 生 物 尤 其 
是 高 等 真 核 生 物 已 测定 基 轩 组 中 ORF CORE, RAP RARER) 的 确定 仍 
是 未 解决 的 重大 问题 ， 而 一 个 基因 在 ORF 确定 前 很 难 从 分 和子 水 平 上 进行 实质 性 
的 功能 分 析 。 

基因 调控 研究 表明 ， 即 使 是 简单 的 微生物 【如 大 肠 杆 菌 }， 其 基因 组 的 所 有 
基 央 也 不 同时 表达 。 通 常情 况 下 ， 生 物 的 基因 组 只 表达 少 部 分 基因 ， 而 且 表 达 的 
基因 类 型 及 其 表达 程度 随后 物 生存 环境 及 内 在 状态 的 变化 而 表现 极 大 的 差别 ， 且 
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We al fr dc PR AS ERATE. AEDMH EN GE DC UE EE RAS 
MEA, th Bea A i APEERE dr fep p fp Sth fa] RE EA, 45 do cl REUS 
确 机 制 很 大 程度 了 上 正 旦 基于 这 类 些 因 的 精细 亩 控 ， 为 了 弥补 基 风 组 计划 这 一 天 然 
的 局 上限， 近年 人 们 祖 继 引进 一 系列 大 规模 基 内 表达 检测 技术 ， 如 微 阵 列 法 〔mi- 
eroarray ) 9) 、 DNA 芯片 (DNA chips)!  & SAGE (serial analysis of gene expres- 
sion) 5149, 3x46 jy th HL SR AG db ETE. EE E A DUBIE Be E II E RI B0 eK 7n 9 
mRNA, fH mRNA 由 于 自身 存在 贮存 、 转 运 、 降 解 、 翻 译 调控 及 产物 的 翻译 后 加 
工 ， 难 以 准确 地 反映 基 内 的 最 终 产 物 / 基 外 功能 的 真正 执行 体 一 一 量 白 质 的 质 与 
f. 

AEN 5j E 9) Hr A ER EXE eA CE EA TT AS E HY D Bb 
BAP. 30 inp, ANN OL Go AREE E RC RE S RUE Ed ER AMT. FRI 
FR. 更 有 其 者 ， 近 些 年 来 人 们 发 现 蛋 白质 间 亦 存在 类 似 于 mRNA 分 子 内 的 剪 切 、 
拼接 ， 间 证明 其 基本 元 件 “intein” 广 证 存在 十 多 种 重 白 质 中 [9 。 此 类 过 程 的 存 
在 无 疑 进一步 扩大 了 基因 编码 的 蛋白 质 与 其 最 终 的 功能 吾 听 间 所 存在 的 序列 差 
距 。 厕 大 基 和 蛋白 万 共 昆 重要 调控 重 白 的 化 学 修饰 《如 糖 基 化 、 磷 酸化 )、 前 切 加 
L RAS RHE) 不 但 可 改变 其 立体 结构 ， 而 且 是 实施 其 功能 与 调 
节 的 重要 结构 基础 这些 均 不 能 从 其 基因 编码 序列 中 预测 ， 而 只 能 通过 对 其 最 终 
ASIA RE E Stir 

KEW, FARE BAIS, TSE RAR RET. 
BAA TRH CMA RAE ALAS A RINE, HAA EEO 
Be RA, CTRL RS eA TE, HH] 
必须 研究 生命 活动 的 执行 体 一 一 蛋白 质 这 重要 环节 。 

任 一 层次 的 生命 活动 均 是 非 线性 复杂 系统 中 各 种 功能 单元 协 问 、 整 合 的 结 
果 ， 生 俞 和 活动 的 最 小 单元 “He HEZA “EOUL” (protein machine) 
HAWES., ARY PAS EE, UERR E REPRE di 
mwa PE LPR AR, ARRENE RE, E A TU Bh LEE 
生命 活 动 的 基本 机 制 。 因 此 ， 无 论 是 从 幕 因 组 计划 的 局 限 、 还 是 从 蛋白 策 研 究 的 
自身 发 展 而 言 ， 大 规模 、 全 方位 的 蛋白 质 研 究 均 是 势 在 必 行 。 

蛋 日 质 是 生物 细 有 时 赖 以 生存 的 各 种 代谢 和 调控 途径 的 主要 执行 者 ， 因 此 蛋白 
RARES HSN PAAR EEO ST, HARA KER 
15 BiEBUISUR. AE, RATNER ERR, UAM, X 
形成 制药 业 的 发 展 源 涉 。 蛋 日 质 组 学 正 是 近年 来 新 发 展 起 来 的 剖 有 为 的 发 现 药 邯 
的 技术 平台 ， 作 为 一 个 新 的 学 科 发 展 领域 ， 它 对 所 有 及 时 进入 的 国家 都 将 提供 马 
大 的 机 会 。 机 不 可 失 ， 时 不 我 待 。 

一 项 科学 统计 表明 ， 在 20 世纪 50 年 伐 中 期 ， 全 世界 制药 业 用 于 找寻 新 药 的 
药 靶 共 约 483 个 ， 它 们 圭 要 是 蛋白 质 〔 受 体 占 45% ， 酶 占 28% 等 ); 而 当时 全 志 
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界 正 在 使 用 的 药物 总 数 约 是 2000 种 ， 其 中 8596 都 是 针对 上 述 483 种 药 靶 。 这 
A83 种 药 靶 分 子 梅 成 了 全 世界 药 广 的 最 重要 的 发 展 源泉 。 从 功能 基因 组 学 的 角 
B, ANDAR RYE S10 个 在 右 基因 相关 ， 而 每 种 基因 又 与 3 一 10 种 蛋 
白族 相关 ， 如 果 以 人 类 主要 的 100 — 150 种 疾病 进行 计算 、 则 应 该 有 3000 ~ 
15 OOF SAMA AMA RES ARE. CI OT RE UL Fl bee E 
TENOR, BORE GE SETA HP AT REE BB ARMY. SAU T 
容 置 疑 ， 这 也 是 为 什么 蛋白 质 组 学 作为 发 现 药 靶 的 主要 技术 平台 在 20 世纪 90 年 
代 未 期 以 来 越 来 越 受 国 际 下 型 跨 同 制药 集 财 垂青 的 重要 原因 所 在 。 


三 、 蛋 白质 研究 技术 方法 的 突破 


EARDERE 20 址 纪 70 年 代 以 前 直 优 于 核酸 。 其 后 ， 由 于 DNA 重组 、 
BUT. PCR 等 新 方法 的 不 断 涌现 ， 核 酸 和 研究 后 来 居 上 上 ， 并 还 远 超出 而 成 为 生命 
科学 的 主导 ， 但 重 月 质 研究 尤其 是 相关 靶 术 的 发 展 并 未 停滞 不 前 。 其 中 O'Farrel 
PH 于 1975 年 建立 的 二 维 电 访 【又 有 双向 电泳 ，2-DE) 技术 使 蛋白 分 辨 达到 成 
干 上 万 种 ， 因 而 完全 可 以 用 于 组 织 与 细胞 中 大 规 横生 白质 的 分 离 B1; 近年 开发 
的 多 种 图 像 分 析 系 统 与 软件 以 及 大 规模 样品 处 理 系 统 更 使 其 如 虎 深 如 。20 世纪 
80 年 代 末 期 Hillenkamp F 发 展 的 油光 解吸 质谱 、Fenn 」 设 计 的 电 太 雾 质 谱 可 以 
高 效 、 精 确 地 测 基 生物 大 分 子 的 质 址 并 测定 部 分 序列 户 1， 进 而 用 于 数据 库 的 检 
R: Mann M 等 则 在 此 基础 上 通过 建 芯 “ 肽 质量 指纹 图 谱 与 肽 序列 标签 ”等 技 
术 ， 实 现 了 质谱 准确 、 快 速 At. KARE ee KIO, 


RION HAMAR eR SARA” BM 
一 、 蛋 白质 组 研究 的 开端 


“proteome” (JE AEA) -- 词 由 Mare Wilkins 于 1994 年 在 意大利 Siena 的 
一 次 2-DE 电泳 会 议 上 首次 提出 。 其 导师 澳大利亚 Macquarie 大 学 的 Keith 
Williams 于 同年 向 澳 政 府 提出 一 项 建议 : 通过 对 某 一 种 生物 的 所 有 蛋白 质 全 部 进 
行 质 谱 凡 选 与 序列 分 析 ， 以 一 种 不 同 于 DNA 快速 测序 的 途径 对 其 提供 分 子 水 平 
的 全 面 分 析 。1995 年 ， 悉 尼 大 学 Humphery Smith I 实验 室 与 Williams 等 4 家 实 
验 室 合作 ， 对 至 今 已 知 最 小 的 自我 复制 生物 Mycoplasma genitalium ( — ft x E 
WR) 进行 了 蛋白 需 成 分 的 大 规模 分 离 与 鉴定 ， 并 在 文献 中 首次 公开 使 用 “pro- 
teome” 一 词 ， 同 时 指出 该 文 所 采用 的 技术 体系 对 于 太 规 模 鉴 定 并 分 析 基 因 对 应 
的 产物 以 及 发 现 新 型 淖 白 均 上 共有 十 分 重 费 的 意义 (11, 
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二 、 有 蛋白 质 组 的 售 义 


根据 Wilkins MR 5E! 49 E X. “proteome” --ig HF “PROTEin” E 
"genOME" BjZriy, S48 "— PEA Be RIAMWS BAM"; Swinbanks 7 M 
Jah “proteome” iU 3€ — zz SE "E 350 4 E EIE. AEE BT, Kahn P 则 认为 
“proteome” JzBR [48 Re dg S ESRB GU), dae o, “proteome” £i "= fj 
ABE X: SETA. -PrE p X — EPZELHRL/ £F EFL BE E XS EE RE 


三 、 重 日 质 组 研究 的 技术 路 线 与 相关 技术 


RAMS BATE CARA, BARA a kee 
ARAM (ELERI JAGE, SASAR, ESET FAR 
AU, aa Eyk (2-DE), M ISO-DALT, IPG-DALT 或 NEPHGE; 图 像 分 析 
系统 ， 如 ELSIE 4 & 8. gellab I & II, MELANIE I & Il. QUEST I 及 与 
PDQUEST, TYCHO & KEPLAR; ZEN XE, üspAESSHEEARBD. PEG 
测定 、 肽 质量 指纹 图 (peptide mass fingerprinting，PMF)、 相 对 分 子 质量 精确 测 
Æ; HTS (high throughput system) 系统 与 大 规模 样品 处 理 机 器 人 ;数据 库 设 置 
与 检索 系统 [5]。 其 中 ， 蛋 白质 鉴定 采用 了 新 近 出 现 的 新 型 质谱 (MS) RR, m 
MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionisation-time of flight) MS 与 ESI 
(electrospray ionisation) / MS/MS. 

大 规模 蛋白 质 组 分 析 过 程 包括 样 品 制 备 、 图 像 分 析 、 和 蛋白 质 成 分 的 分 析 与 鉴 
定 。 其 技术 路 线 及 数据 处 理 见 有 关 章 节 。 其 中 “ 拔 次 分 析 ”《(〔hierarehial analysis) 
gg), 氨基 酸 分 析 、 炭 质 基 指纹 图 、 氨 基 酸 分 析 与 PME 联合 、 序 列 标签 途 
f$. N $i Edman 降解 蛋 日 与 微 基 测序 、 蛋 白质 内 肽 微量 测序 、MS ( MALDI- 
TOF, ESI) 微 基 测序 、“Ladder” 测 序 、MS PVDF 膜 或 电泳 胶 上 低 拷 贝 分子 
的 系统 科 选 、 基 和 内 组 文库 中 克隆 片段 的 倾 商 性 表达 。 


四 、 蝇 白质 组 研究 的 国内 外 现状 
1. 发 展 速度 与 规模 


É 1995 Æ “proteome” —W EEL E, RE 1997 FEI ARSE LARK 41 篇， 

其 中 研究 论文 28 ti, PRERE 13 篇 。 研 究 论文 中 ，1995 年 1 i$, 1996 年 

4 篇 ，1997 年 23 往 ， 近 4 午 更 是 以 指数 式 增长 。 共 论文 增长 速度 见 表 1-2。1995 

ZEB “proteome” AA RRA AW 48, 1997 年 分 别 挂牌 “Centre for Pro- 

teome Research and Gene Product Mapping, National Innovation Centre" fl "Aus- 
il> 


tralia Proteome Analysis Facility”。 同 年 ， 丹 麦 成 立 "Centre for Proteome Analysis 
in Life Sciences"， 美 国 成 立 专 事 此 类 研究 与 开发 的 两 家 公司 : “Proteome, Inc. 
Beverly，MA” 和 “Large Scale Biology Corp, Rockville, MD”, & SAHA, 1995 
年 只 有 澳大利亚 ，1997 年 则 发 展 到 美国 、 丹 麦 、 瑞 士 、 英 国 、 法 国 、 日 本 、 瑞 
典 、 意 大 利 、 德 国 等 10 国 。 国 际 著名 学 府 如 哈佛 、 斯 坦 福 、 耶 鲁 、 密 执 安 、 华 
盛 顿 大 学 、 欧 洲 分 子 生 物 学 实验 室 、 巴 斯 德 研究 所 、 瑞 士 联邦 工业 学 院 等 均 挤 身 
此 类 研究 。 其 中 ， 澳 大 利 亚 悉 尼 大 学 与 Macquarie 大 学 发 展 势 头 强劲 ， 但 美 欧 多 
家 实验 室 已 奋起 直 追 ， 正 是 “群雄 纷 起 ， 逐 鹿 中 原 "。 


表 1-2 蛋白质 组 研究 论文 增长 速度 


= 


\ 


2. 研究 材料 


1995 年 ，Wasinger 等 由 在 第 一 篇 蛋白 质 组 研究 文章 中 研究 的 对 象 为 目前 已 
知 最 小 但 能 自主 复制 的 原核 微生物 一 一 支原体 Mycoplasma genitalium 。1996 年 ， 
研究 对 象 即 扩展 到 单 细 胞 真 核 生 物 一 一 酵母 27] 以 及 人 体 正 常 组 织 及 病理 标 
本 !23]， 进 而 突破 了 早期 人 们 普遍 认为 的 “蛋白 质 组 研究 只 适用 于 基因 组 计划 已 
完成 的 生物 ”的 界限 路 *”。 因 此 ，1997 年 ， 研 究 对 象 一 下 扩展 到 14 种 生物 ， 其 
中 虽然 绝 大 多 数 为 原核 生物 ， 但 也 包含 多 细胞 真 核 生 物 如 线虫 91。 近 4 年 来 ， 
蛋白 质 组 研究 对 象 已 无 任何 限制 ;无需 基因 组 计划 完成 (当然 完成 者 更 好 )， 无 
原核 生物 / 真 核 生物 、 单 细胞 /多 细胞 、 组 织 之 分 。 


3. 研究 范围 


“和 蛋白质 组 ”不 仅 其 研究 已 成 为 具有 重大 战略 意义 的 科学 命题 ， 而 且 其 分 析 
已 成 为 一 种 十 分 有 效 且 应 用 广泛 的 研究 手段 。 正 因 如 此 ， 蛋 白质 组 的 研究 与 分 析 
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其 范围 在 短 时 间 内 即 扩展 到 令 人 惊 许 的 程度 。 据 不 完全 统计 ， 目 前 至 少 已 涉及 如 
下 方面 : D FAK, meme), SARARY Seo), BARA 
HERD, Bee gE ee ES ROA) ALLE isoform) HE 
55.36], 图 BL, Whee Ait w]e AO) BARRE 
o> RAR NASH eo", 图 REE GAOHOTD A, BRA 
HUS. aA b RAT Ei MARES AR, pA Be ie SS OTA 
eee ol. qp RA Fak Soe, 8 PRR AAD 
PUISMAA Bpyu d for se 801. A peu Rp Sp FPP) ae By aE a Sp UU 
由 此 不 难看 到 , CEEE” DEN U DI SE A PH RA M». 

得 白质 组 作 图 尽早 期 蛋白 组 研究 的 要 领域 。 经 过 最 初 二 年 的 努力 ， 和 在 
1995 年 已 测定 10 RA RA (DE)? ayaa Ee, MWET 11 种 生物 或 组 
织 的 蛋白 质 组 图 ， 其 中 3 种 生物 GERA, pe) Ochrobac- 
trum anthropil 1). (FJ CABLES ER E 1600 点 ，3 ESRB Ame”), 
RMR) ERAS SA) 建立 数据 库 并 上 互联 网 ; 各 类 生物 
中 第 一 个 完整 的 电 白 质 组 数据 库 【YPD) ÆW, £ 6021 种 蛋白 ; 提出 “蛋白 
莽 异 显示 ”概念 ， 并 用 十 环境 应 激 、 基 因 突 变 、 病 香 进 程 等 研究 MI; 建立 
“proteomic contig” Jr jk, DENIE ELSE XE IgE 10 fg). Bip EA 
EQ” (protein linkage map) 概念 ， 改 进 双 杂交 系统 ， 用 于 蛋白 质 组 相 豆 作 才 
网 络 的 分 析 1!4.501， 联 合 液体 自动 取样 器 与 LC/ES MS HA, (PRO Re ee 
达 20 点 /日 [31;， 建立 2-DE "P fli EH SRE HI EH RO, 建立 
“Streamlined Fina Wb HE” RGN, BR 了 大 规模 蛋白 测序 与 气 基 醴 组 成 分 析 
这 两 个 严重 影响 蛋白 质 组 分 析 中 二 白质 鉴定 的 限 速 步 (3531, 


4. 国内 外 研究 现状 


国外 研究 现状 

ZA, JLELAEAEDISR BESITÉGE f| 20 世纪 生命 科学 研究 一 道 亮丽 的 风景 线 。 
根据 2001 年 5 月 23 日 所 公布 的 结果 ， 已 公开 发 表 67 个 生物 体 的 基因 组 全 序列 
( 含 染 色 体 )， 其 中 包括 古 细 菌 11 个， 细菌 41 个 ， 真 核 生 物 15 个 ， 此 外 有 208 
个 原核 生物 和 152 个 真 核 生 物 或 其 课 色 体 的 基因 组 止 在 测序 (http: //igweb. 
integratedgenomics，comyGOLD7)?。 基 因 组 研究 所 产生 的 “海量 ”数据 和 大 量 新 
型 技术 以 前 所 未 有 的 深度 与 广度 极 夫 地 推动 了 生物 医学 多 学 科 的 飞速 发 展 。 

但 是 ， 随 着 大 明生 物体 全 基因 组 序列 的 获得 、 特 别 好 人 类 基因 组 序列 草图 的 
完成 ， 基 因 组 研究 的 战略 重点 不 可 避免 地 从 结构 基因 组 学 《structural genomics} 
Se a CORE ZEN (functional genomics)， 而 蛋白 质 组 学 (proteomics) 正 是 作为 
功能 基因 组 研究 的 重要 支柱 在 20 世纪 90 HHRMA ME, te eo, 
Nature. Science 在 2001 年 2 月 公布 人 类 基因 组 草图 的 同时 ， 分 别 发 表 了 “And 
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now for the protcome”!*4!, "Proteomics in genomceland" 513 frg y& iE 5j EH, 将 蛋白 
质 组 学 的 地 位 所 到 前 所 未 有 的 高 度 ， 认 为 是 功能 基 央 组 掌 这 一 前 沿 研究 的 战略 制 
高 点 ， 蛋 白质 组 学 将 成 为 新 世纪 最 天 战略 资源 -人 类 基因 争夺 战 的 重要 “ 战 
Wy”, UE, Nature. Science W Cet 以 及 其 他 一 些 重 要 杂志 接连 刊登 有 关 和 蛋白 质 
组 学 的 评论 文章 或 原始 论 苦 ， 明 确 表明 了 和 电 白质 组 党 已 经 成 为 新 世纪 生命 科学 研 
Fek ir De 79! 

BSA A E ae He 1995 年 发 表 于 国际 上 并 不 著名 的 Eler- 
tropporesis[l。 如 果 说 蛋 蝇 质 组 学 出 逛 牛 时 没有 立即 得 到 国际 生命 科学 界 十 流 的 
高 度 重 视 ， 那 么 近 三 年 已 发 生 巨 大 的 变化 。 美 国 国立 卫生 研究 了 (NIH) 所 属 的 
国立 肿瘤 研究 所 (NCI 投入 了 大 量 经 费 支 持 蛋 白质 组 研究 ， 其 中 一 千 万 美元 用 
于 在 密 需 安 医学 院 建立 一 个 有 头 肺 、 直 肠 、 乳 腺 和 卵巢 等 肿瘤 的 重 白 质 组 数据 
BE; 此 外 ， 国 立 肿瘤 研究 所 和 美国 食品 与 药物 管理 局 联合 ， 投 入 数 百 万 美元 ， 资 
助 建立 一 个 有 关 疤 症 不 同 发 病 阶 段 和 治疗 阶段 的 蛋白 质 组 数据 库 。 美 国 能 源 部 不 
扩 前 也 启动 了 骨 和 人质 组 项 目 ， 骨 在 研究 水 及 环境 和 能 源 的 微生物 和 低 等 牛 物 的 蛋 
白质 组 。 欧 共 体 日 前 企 资 助 酵 母 蛋 白质 组 研究 。 英 国生 物 技 术 和 生物 科学 研究 委 
员 会 最 近 也 资助 了 三 个 研究 中 心 ， 对 一 些 已 完成 或 即将 完成 全 基因 组 测序 的 生物 
进行 蛋白质 组 研究 。 在 法 国 ， 新 成 并 了 王 个 区 域 性 遗传 基地 (genopoles), EM 
将 得 到 为 期 三 年 的 资助 ， 每 年 约 为 五 百 万 美元 ， 这 些 经 费 将 平均 用 于 基因 组 、 转 
录 组 (transcriptome) 和 蛋白 策 组 研究 。 德 国 的 联邦 研究 部 提供 七 百 多 万 美元 ， 
在 东 德 的 Rostock 建立 了 一 个 蛋白 质 组 学 中 心 。1997 年 澳大利亚 政府 即 着 手 建 立 
第 一 个 全 国 性 的 蛋白 后 组 研究 网 APAF (Australian Proteome Analysis Facility). 
APAF 为 该 国 的 有 关 宗 验 室 提供 一 流 的 仪器 设备 ， 并 把 它们 整合 在 一 起 进行 大 规 
模 的 蛋白 质 织 研究 。 日 本 的 科学 与 技术 委员 会 也 已 先期 由 政府 出 资 三 百 万 美元 开 
JRA RAR. AIET W, A TAB] 10 年 ， 但 鉴于 其 战略 的 
重要 性 和 技术 的 洁 进 性 ， 西 方 主要 发 达 国 家 在 这 .… 新 型 领域 争先 铠 后 、 均 已 投入 
巨 资 全 面 启动 此 领域 的 研究 。. 

更 有 其 者 ， 出 十 蛋白 质 组 学 研究 比 基 因 组 学 研究 于 接近 实用 ， 具 有 着 巨大 的 
市 场 前 景 ， 企 业 与 制药 公司 纷纷 斥 巨 资 开展 蛋白 质 组 研究 。 如 独立 完成 人 类 基因 
组 测序 的 Celera 公司 已 实 布 投资 上 亿美 元 于 此 领域 [3 RH ARRAS 
司 与 布 重 克 质 谱 仪 制造 公司 联合 成 立 了 国际 上 最 大 的 重 白质 组 研究 中 心 。 不 难看 
到 ， 和 蛋 和 白质 组 学 已 成 为 西方 各 主要 发 达 国 家 、 各 跨国 制药 集团 竞相 投入 的 “ 热 

蛋白 质 组 学 的 前 沿 大 致 分 为 三 大 方向 : CD 针对 有 基因 组 或 转录 组 数据 库 的 
生物 体 或 组 织 /细胞 ， 建 立 其 蛋白 质 组 或 亚 和 蛋白 质 组 (或 蛋白 质 表达 谱 ) RAR 
自古 组 连锁 群 ， 节 compositional proteomics 研究 ; O 以 重要 生命 过 程 或 人 类 重大 
疾病 为 对 象 ， 进 行 重要 生理 /病理 体系 或 过 程 的 比较 蛋白 质 组 学 研究 ， 即 compar- 
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ative proteomics WA; © 蛋白 质 组 学 支撑 技术 平台 和 生物 信息 学 的 研究 。 

国外 大 部 分 重 白 质 组 表达 谱 的 研究 论文 发 表 于 2000 年 下 半年 以 后 ， 且 大 多 
建立 在 已 完成 基 由 表达 谱 的 基础 上 ， 直 明日 前 在 基因 组 或 转录 组 基础 上 开展 蛋白 
息 组 表达 谱 的 研究 是 一 个 新 的 方向 5"1。 人 类 重大 疾病 的 蛋白 质 组 研究 通常 采用 
比较 蛋 同 质 组 分 析 方 法 。 近 年 来 ， 呈 白质 组 学 技术 在 研究 细胞 的 增殖 、 分 化 、 蜡 
RR. PRP RST RETR ARR, BRIS. AR. Zee 
Bi. AFR. MES. FPS, Se PHBA, 
WORRIES RR IP SCAT ATER T E ete), ma E, 
EAR CHER FR AS {E FY XX Je] Be BE OK -E E BOT ARR BRT SE OF 
$0097. 酵母 双 末 交 技 术 已 被 用 于 研究 蛋白 策 连 锁 群 和 和 蛋白质 功 能 网 络 系统 ， 
且 分 别 发 表 于 Nature 与 Science S? 8 生物 信息 学 方法 在 蛋 里 质 组 学 研究 领域 
亦 得 到 有 效 的 利用 ， 其 中 突出 的 代表 是 Eisenberg D 等 联合 采用 phylogenetic pro- 
files 2E. Rosetta stone 法 和 gene ncighbour #, EX UI B iE Sz. T E SIR (silencing 
information regulator) 作用 网 络 和 酵母 Prion 功能 连锁 网 络 1531。 

存在 的 问题 

方法 学 上 ， 二 维 此 胶 电泳 -质谱 仍 是 日 前 最 流行 和 较 可 靠 的 技术 平台 ， 但 其 
通 址 、 灵 敏 度 和 规模 化 均 有 等 进一步 加强。 二 维 疾 胶 电 瀛 有 分 离 容 黄 的 先天 限 
制 ， 染 危 转移 等 环节 操作 困难 费时 ， 低 丰 诬 蛋白 准 以 辨别 ， 和 质谱 技术 的 联 用 已 
成 为 撼 颖 。 因 此 上 呈 际 上 开始 重视 研究 以 色谱 /电泳 -质谱 为 主 的 技术 平台 。 另 一 方 
硬 ， 各 和 母 双 杂交 技术 章 忆 被 用 于 研究 征明 质 连锁 群 和 蛋 髓 质 功 能 网 络 系统 ， 但 仍 
缺乏 快速 、 高 效 的 于 段 获取 复杂 蛋白 虎 相 互 作 用 的 多 维 信息 。 重 乌 质 组 的 生物 信 
息 学 研究 ， 虽 然 已 有 成 切 的 先例 ， 但 其 应 用 范围 与 准确 率 仍 需 提高 ， 所 面临 的 更 
大 挑战 是 如 何 进 行 信 息 综 合 ， 淮 确 分 析 和 蛋白 质 的 相互 作用 ， 界 定 相 互 作用 连锁 
群 。 

学 术 上 ， 在 基因 组 、 转 录 组 基础 上 的 蛋白 质 组 全 谱 研 究 ， 微 生物 已 有 成 功 的 
报道 ， 伍 是 在 高 等 生物 尤其 是 哺乳 动物 中 未 见报 道 ， 人 类 组 织 或 细胞 的 蛋白 质 组 
全 谱 研 究 则 基本 未 涉及 。 而 由 于 物种 演化 中 进化 上 的 差别 ， 人 奖 基 因 组 、 转 录 
组 、 蛋 青 质 组 的 全 景 式 比 较 对 于 不 同 层 次 上 人 大 类 基因 表达 调控 规律 的 认识 必 不 可 
少 ; 此 外 ， 人 类 基因 组 草图 虽 已 公布 ， 但 是 所 估计 的 3.5 万 左右 基因 中 一 半 以 上 
纯 属 理论 推测 ， 需 要 从 和 蛋白质 组 水 平子 以 检验 与 确认 ， 困 此 开展 人 类 组 织 或 细 胸 
的 蛋白 质 组 表达 谱 的 分 析 势 在 必 行 。 

受 基 央 调 控 的 细胞 内 各 种 信号 转 导 途 径 之 间 是 相互 交 错 和 彼此 关联 的 。 嚼 然 
近年 来 人 们 对 转 导 途径 以 及 相互 关系 的 认识 取得 『 耻 不 少 进展 、 但 是 针对 任 … 生 物 
体 或 组 织 / 细 胞 开展 全 方位 的 看 白质 组 相互 作用 网 络 的 分 析 鲜 有 报道 。 而 此 类 相 
互 作 用 浆 络 的 担 水 对 于 深刻 认识 重要 和 生理、 病理 过 程 的 机 制 不 可 向 少 。 


国内 研究 现状 

在 1995 FAHR OERS -篇 蛋白 质 组 学 的 研究 论文 后 不 入 ， 国 家 自然 科学 
EBS MAMI 1997 年 设立 了 重大 项 目 “ 电 白质 组 学 技术 体系 的 建立 ”在 此 
前 语 ， 中 国 科学 院 生 物化 学 研究 所 、 军 于 医学 科学 院 与 湖南 师范 大 学 迅速 户 动 了 
和 蛋白质 组 人 研究， 建立 并 分 别 组 合 了 二 维 电 广 蛋 白质 组 分 离 技 术 、2D-PAGE 图 像 
分 析 技 术 和 和 蛋白 奈 鉴 定 的 质谱 技术 ; 先 所 举办 了 二 次 全 国 性 的 蛋白 质 组 学 术 研 讨 
会 ， 开 在 国际 上 较 早 提出 了 功能 重 白 质 组 学 的 研究 战略 。 

经 过 几 年 劳 万 ， 中 国 科学 院 上 海 生命 科 学 研究 院 、 盏 书 医学 科学 院 与 复 芽 大 
学 相继 成 并 了 专门 的 蛋白 质 组 学 研究 中 心 。 上 整体 上 ， 我 国 重 日 质 组 学 技术 平台 的 
建设 有 了 飞 既 的 发 展 ， 者 干 猎 究 单位 重点 建立 了 技术 平台 ， 并 在 方法 学 的 跟踪 与 
创新 上 做 了 不 少 七 作 ， 使 现 右 技术 平台 已 经 达到 同 际 先进 水 平 。 我 国 科学 家 已 经 
在 蛋白 质 组 分 析 技 术 与 方法 、 在 重大 疾病 如 肝癌 、 维 甲酸 诱导 纠 血 炳 细胞 凋 亡 启 
动 模型 及 维 甲 酚 定向 庄 导 是 胎 干 细胞 向 神经 系统 分 化 的 各 型 等 的 比较 全 白 质 组 研 
究 以 及 一 些 重要 后 理 和 病理 体系 的 重 白 质 组 成 分 研究 方面 获得 了 不 少 成 就 ， 并 在 
国际 副 和 白质 组 党 核心 刊物 上 发 表 了 条 到 高 水 平 的 论文 羡 “YI1。 对 不 断 涌现 的 新 技 
术 ， 如 衡 生出 的 多 种 分 离 和 鉴定 模式 ， 我 国 已 经 进行 了 很 好 的 跟踪 和 发 展 ， 在 某 
些 方面 争 育 着 新 的 突破 [23 8) 

我 国 的 “疾病 基因 组 学 ”研究 已 取得 明显 的 成 就 ， 在 神经 系统 遗传 病 致 病 基 
因 、 肝 癌 、 心 血管 疾病 、 日 血 病 等 相关 基 岗 、 造 血 于 / 祖 细胞 、 下 匡 脑 - 垂 体 - 肾 
上 腺 轴 系 统 、 海 本体、 胎 肝 、 心 血管 和 神经 系统 等 组 织 或 细胞 的 基 央 表 法 诬 ( 即 
转录 组 ) 方面 均 做 出 广 与 国际 前 沿 水 于 相当 的 工作 UW 中， 和 且 有 我 国 的 特色 与 
优势 。 所 取得 的 十 富 数据 将 直接 成 为 本 项 日 开展 对 应 蛋白 质 组 党 研究 的 基础 与 出 
发 点 。 我 国 在 重大 疾 病 的 功能 蛋白 质 组 学 研究 方面 也 取 到 了 良好 的 起 步 ， 已 进行 
肝癌 细胞 系 及 正常 肝 细 胞 重 握 质 组 的 比较 分 析 研 究 ， 发 现 了 两 者 癌 不 同 的 量 白 表 
达 群 !%.%1。 此 外 ， 还 进行 了 我 国 自行 建立 的 叶 瘤 高 / 低 转移 细胞 系 、 肺 癌 高 / 低 
转移 细胞 系 、 承 位 食管 瘤 /转移 食管 癌 问 的 比较 蛋白 质 组 研究 ， 切 步 发 现 了 一 批 
与 肿瘤 转移 相关 的 蛋白 质 群 。 同 时 ， 心 肌 细 胞 与 应 激 报 伤 的 心肌 细胞 的 比较 蛋白 
质 组 研究 也 已 有 一 定 的 基础 。 上 述 研究 -方面 证 明 我 国 已 有 的 蛋 所 质 组 学 技术 平 
合 已 能 支撑 一 定 规 模 的 研究 ， 男 一 方面 亦 为 我 国 在 国际 蛋白 质 组 学 研究 领域 争 得 
了 了 一席之地 ， 同 时 为 未 来 的 发 展 葛 定 了 良好 的 基础 。 


五 、 蛋 白质 组 研究 的 发 展 趋势 及 我 国 的 应 对 策 咯 


蛋 握 质 组 研究 的 整体 状况 ， 相 关 技 术 已 基本 配套 且 基 本 达到 实用 化 水 平 ; 已 
形成 一 定 规模 的 专业 队 古 战 专业 抽 构 ， 因 此 ， 其 草创 阶段 已 结束 ， 发 展 阶段 已 开 
始 ; 蛋白 质 组 研究 已 成 为 后 基因 组 时 代 晤 重大 的 生命 科学 命题 之 - *; 蛋白 质 组 分 
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桥 已 作为 专门 的 技术 体系 广泛 用 于 生命 科学 众多 领域 尤其 是 热点 领域 的 研究 ; 蛋 
白质 组 的 基础 研究 与 分 析 应 用 正 以 指数 增长 方式 发 展 ， 其 对 现代 生命 科学 的 介入 
与 贡献 将 可 能 使 生命 科学 工作 者 从 核 表 时 代 逐 渐 回 由 蛋白 质 时 代 ， 使 对 生 辣 系统 
与 活动 的 分 子 机 市 的 认识 由 间接 的 基因 、 核 酸 屋 次 深入 到 生命 的 直接 执行 体 一 一 
BARK, EMA AMAZE RH EES ARAB. A 
们 不 难看 到 ， 它 是 基因 组 计划 由 结构 走向 功能 的 必然 与 必需 ， 是 生命 科学 由 分 析 
走 | 柯 综合 的 必 有 经 之 路 ， 是 连接 微观 分 握 系 统 、 运 行 机 制 与 宏观 生物 系统 、 生 命 活 
动 的 桥梁 。 固 此， 人们 不 难 预 期 ， 和 蛋白 质 组 研究 将 成 为 21 世纪 生命 科学 的 重要 
支柱 之 一 ， 其 发 展 末 可 限量 。 

大 们 在 屋 必 蛋白 质 组 研究 美好 未 来 的 同时 ， 也 应 看 到 “蛋白 质 组 ”作为 “新 
生 ” 领 域 在 许多 方向 还 很 稚 同 ， 如 2-DE 的 灵敏 度 虽 然 已 达 飞 摩 〈fmoly 级 水 平 ， 
但 仍 难 将 细胞 组 织 内 多 种 痕 重 调控 蛋白 分 离 显 示 出 来 ， 而 此 类 和 蛋白 对 于 基础 与 应 
用 研究 者 极为 重 旨 (其 至 比 高 合 基 结构 贷 白 更 为 重要 }， 此 方面 仍 需 进一步 改进 ; 
Hot, WAR RRA TER ARERR Te, Ra. PR, (TX 
Atam, IF DNA 自动 测序 仪 ， 国 内 外 只 有 极 少 数 单位 有 能 力 购 
置 ， 因 而 其 推广 受到 很 大 的 限制 ， 此 方面 技术 与 仪器 如 不 改善 ， 将 使 蛋白质 组 研 
窜 与 进展 神速 的 基因 组 计划 严重 脱节 ; 此 外 ， 蛋 白质 组 研究 不 能 局 限 二 对 已 完 成 
基因 组 计划 的 理论 预测 的 蛋白 质 组 进行 实证 分 析 ， 还 应 开辟 “战场 ”， 一 方面 对 
未 完成 或 根本 未 进行 基因 组 计划 的 重要 生物 进行 前 瞻 性 蛋白 质 组 研究 ， 以 推动 其 
基因 组 研究 ， 另 … 方 曾 大 力 加 强 重 要 生命 活动 中 比较 蛋白 质 组 研究 和 重要 组 织 的 
蛋白 质 组 研究 ， 后 一 方面 将 会 有 更 大 作为 。 

ARAB EIR AME, RENN, RAM, ET RAR 
组 研究 代表 着 生命 科学 研究 中 - -个 新 的 “制高点 "， 我 国 目 前 的 状况 应 引起 我 们 
的 高 度 管 党 。 昌 然 国家 自然 科学 基金 委 已 将 “ 重 白 质 组 研究 ”作为 重大 项 目 立 
项 ， 国 家 科技 部 亦 将 其 列 为 国家 基础 研究 恒 大 项 目 ， 但 相对 国际 上 的 大 力 突入 与 
强大 的 竞争 而 言 ， 这 些 只 能 是 “ 九 牛 一 毛 "。2t 世纪 生命 科学 在 整个 自然 科学 中 
的 主导 作用 ， 我 们 注定 要 而 对 ; 蛋白质 组 研究 在 后 基因 组 时 代 的 支柱 作用 我 们 也 
必定 要 面 对 。 我 们 与 其 到 时 “亡羊补牢 ”"， 不 如 现在 就 奋起 真 追 。 为 此 ， 综 合 考 
虑 国际 基因 组 与 焦 日 质 组 研究 的 更 状 与 趋势 以 及 我 国 基 因 组 研究 与 蛋白 质 组 研究 
相关 技术 的 基础 ， 作 者 认为 我 国 的 蛋白 组 研究 不 能 重复 或 追随 国标 已 有 的 工作 ， 
而 应 与 我 国 现行 的 基因 组 研究 及 其 他 有 我 国 特色 或 优势 的 生命 科学 研究 紧密 结合 
{但 决 不 能 仅仅 融入 这 两 大 方面 的 项 目 中 )， 走 出 自己 的 路 。 因 此 ， 建 议 并 展 如 下 
THE: 

1) 重 天 生命 活动 中 过 白质 组 的 比较 研究 选取 1~2 类 重大 生命 活动 《如 

EKE) 中 几 个 相继 的 重要 阶段 ， 分 别 进 行 尝 蝇 质 组 作 图 ， 进 行 系统 
的 定 姓 、 定 车 比较 ， 进 而 对 莽 别 蛋白 进行 鉴定 ， 然 后 从 核酸 、 和 蛋白 两 必 
. 17 ， 


次 对 差别 生怕 进行 性 能 分 析 ， 从 而 确定 重大 生命 活动 的 蛋 日 质 组 基础 。 

2) 1 一 2 种 组 织 或 细胞 暑 白 质 组 的 系统 研究 选择 1~2 种 具有 重要 生物 学 
意义 成 性 状 、 且 我 国 已 完成 cDNA 大 规模 测序 的 组 织 或 细胞 ， 制 备 其 高 
分 辩 率 重 问 质 组 余 并 建立 其 重 白 质 组 图 数据 库 ， 进 而 联合 应 用 其 CDNA 
大 规模 测序 的 数据 ， 规 模 化 研究 其 蛋白质 组 成 。 

3) 蛋白 质 组 的 生物 信息 学 研究 蛋白 质 组 成 员 的 序列 、 结 构 、 功 能 点 定 
位 分 类 ; 基 十 牛 化 途径 、 喧 传 网 络 等 ， 构 建 量 白质 组 功能 系统 即 鹿 白 连 
HE; 建立 人 或 其 他 畏 乳 动物 蛋白 质 组 数据 库 ; 高 等 生物 基因 组 中 蛋白 
质 编码 葵 因 的 识别 太 算 法 研究 ; 基 央 翻译 产物 的 结构 、 功 能 预测 ; XOT 
怪 白 质数 据 库 与 知识 库 的 知识 与 规律 发 现 。 

4) 性 白质 组 分 析 的 支撑 技术 研究 新 型 蛋白 质 结 构 、 功 能 预测 方法 及 程 
FF; 大 规模 给 白质 相互 作 用 分 析 技 术 ; 蛋白 质 分 析 鉴 定 中 新 型 质谱 技术 
的 发 展 太 应 用 ， 基 于 和 绰 白 质 序列 、 结 构 及 蛋白 质 组 数据 摩 的 知识 与 规律 
恬静 理论 与 上 疗法; HTS (highthroughout system) 系统 及 蛋白 大 组 分 析 自 
动 操 作 系 统 【 重 丹 质 组 分 析 机 器 人 ) 等 。 

总 之 ， 我 国 在 和 蛋白质 化 学 与 量 白 质 科学 【prerein science) Miik Rf RAE TE Hg 


目的 成 就 ， 近 年 在 蛋白 质 组 学 这 一 新 兴 领 域 忆 有 子 良 好 的 基础 ， 一 批 研究 结果 已 
在 国际 蛋白 组 学 的 核心 期 刊 发 表 ， 技 术 平 台 的 部 分 指标 达到 国际 先进 水 平 。 但 
是 ， 更 有 的 规模 与 层次 难以 提供 我 同 医药 卫生 事业 与 生物 技术 产业 迅猛 发 展 所 急 
需 的 、 强 有 力 的 蛋白 质 组 学 学 术 与 技术 支撑 ， 难 以 适应 我 国共 内 组 学 等 现代 生命 
科学 前 沿 领域 对 各 白质 组 学 的 广泛 需求 ， 难 以 应 对 国际 在 蛋白 质 组 学 这 一 战略 
“高 地 ”的 激烈 竞争 。 因 此 ， 国 家 层面 上 对 蛋白 质 组 学 的 部 署 不 容 迟 缓 。 
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第 二 章 和 蛋白 质 组 研究 方法 


第 一 节 Hm £ 


蛋 旦 质 组 的 研究 近 比 基 兰 组 研究 复杂 。 一 方面 ， 蛋 白 寺 的 数 自 远大 于 基因 的 
数目 ， 这 是 由 于 基因 的 拼接 翻 译 后 的 修饰 造成 的 。 人 的 基因 组 有 25 000~ 
40 000 个 编码 基因 0， 其 表达 的 蛋白 质 可 以 达 十 几 万 其 至 更 儿 。 另 一 方面 ， 基 因 
是 相对 欧 态 的 ， 一 种 生物 体 仅 有 -个 基因 组 ， 而 蛋白 质 是 动态 的 ， 随 时 间 、 空 间 
的 变化 而 变化 。 一 个 细胞 中 的 蛋白 质 可 多 达 上 万 种 ， 而 它们 的 描 见 数 可 能 相差 几 
百倍 到 几 十 万 倍 。 组 成 玲 白 质 的 氨基 酸 有 20 种， 加 上 收 饰 的 氨基 瞬 就 更 多 ， 而 
DNA 仅 由 4 种 核 阁 酸 组 成 。 从 技术 手段 上 讲 ， 人 们 无 法 采用 在 基因 研究 中 所 普 
遍 采 用 的 PCR 技术 来 使 微量 的 蛋白 质 得 到 扩 增 ， 至 今 尚 没 有 一 种 蛋白 质 的 测序 
技术 可 与 在 基因 组 研究 中 起 关键 作用 的 自动 化 的 DNA A eR A BSE. DNA fii 
阵列 技术 的 发 展 与 庶 用 ， 使 得 基因 的 筛选 实现 了 高 通 量 ， 而 目前 的 蛋白 质 分 析 技 
术 离 工业 规模 的 高 通 址 还 有 较 大 差距 CK 2-1)。 

所 幸 的 是 ， 尽 管 核酸 研究 的 技术 近年 来 取得 了 突飞猛进 的 发 展 ， 蛋 白质 的 研 
究 技术 并 未 停 灌 不 前 。 由 OFarrel 等 在 1975 年 建立 的 双向 电泳 技术 (wo di- 
mensional electrophoresis, 2-DE) 可 同时 分 离 数 千 种 蛋白 (021，20 世纪 80 HR 
HAE pH PRR SIAR KN SEA RRB AMEE, Ai 
使 令 天 的 蛋白 质 组 研究 得 以 实施 61。 以 计算 机 技术 为 基础 的 多 种 图 像 分 析 与 大 
规模 数据 处 理 软件 的 阿 世 ， 使 得 科学 家 们 处 理 复杂 的 类 似 “ 满 天 星 ” 样 的 蛋白 质 
图 谱 并 建立 相应 的 数据 产 得 心 应 手 。80 年 代 后 期 出 现 的 两 种 软 电 高 质谱 技术 - 基 
质 辅 助 激光 解吸 电离 飞行 时 间 质 谱 (matrix assisted laser desorption ionization time 
of flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS) 1 5 i Wt A sa BBS (electrospray 
ionization mass spectrometry, ESI-MS}!5), uff m se AKA AY A EE 
景 及 多 上 肽 序列 ， 使 得 微 营 快速 的 蛋白 质 鉴 定 得 以 实现 。 回 想 10 年 以 前 ， 一 个 蛋 
白质 化 学 家 一 年 鉴定 2~3 全 蛋白 质 ， 而 现在 ， 蛋 白质 组 研究 技术 加 上 基因 组 提 
殿 的 信息 使 得 一 个 科学 家 一 个 星期 可 以 鉴定 几 百 个 蛋白 质 。 

双向 电 广 技 术 、i 计 算 机 图 像 分 析 与 大 规模 数据 处 理 技术 以 及 质谱 技术 被 称 为 
和 蛋白质 组 研究 的 三 大 基本 支撑 技术 。 蛋 白质 组 研究 的 技术 路 线 如 图 2-1。 从 细胞 、 
体液 或 组 织 等 牛 物 样品 中 提取 的 下 白 质 ， 经 2-DE 人 分离， 染色， 得 到 蛋白 二 表达 
谱 。 采 用 计算 机 全 像 分 析 技 术 ， 可 对 图 谱 上 的 蛋白质 点 进行 定位 、 dE. [EEG 
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表 2-1 DNA 分 析 (cDNA 微 阵列 ) 与 蛋白 质 分 析 (2-DE 与 质谱 ] 方法 的 比较 上 1 


DNA A mh 
EMKE | DNA 可 用 PCR 技术 扩 增 SEES ERG tee ar T 
检测 限 的 为 30 PE LARGE 
(transcripts) 
检测 方法 mM 非特 异 
DNA H HC 4H]. (DNA/RNA) 的 杂 | 蛋白 质 可 以 用 非特 异 的 方法 如 蛋白 染色 
SH AE DNAS SEER | ”或 较 特异 的 方法 如 抗体 进行 检测 
并 用 荧光 探 计 失 测 。 高 之 度 阵 询 
”检测 专用 的 扫描 仪 已 经 出 现 
分 子 的 稳定 性 — ! DNA 是 非常 稳定 的 ， 即 使 在 提高 温度 | RARER PEAK ROE, 
的 情况 下 也 不 丢失 生物 活性 肖 白 质 需要 阁 外 小 心 以 保持 其 天 然 构 
i 条 
重复 性 重复 性 好 ， 重复 性 不 好 
将 DNA BALI dc REEL ER dE HE: TECH PAD GE TERRE, AEN 
&, Bn. DNA ALA BG ERE TE, Zn | 重复 性 需 格外 关注 
的 重 算 性 较 好 | 
消耗 初始 的 投入 是 较 大 的 《 微 阵列 、 打 措 | HATAKE ABIT TE RRAS 
仪 、 共 队 仿 显微镜)， 但 短期 内 得 到 ; GE (RR. 2-DE HE) 
的 数据 量 相当 大 | 
专业 化 六 法 已 相 当 标 准 化 重 安 质 的 分 析 较 困难 ， 大 部 分 分 析 工 作 
如 纯化 与 质谱 分 析 等 部 需 要 受过 训练 
| 的 实验 室 人 员 来 操作 
时 间 / 自 动 化 UE AR e P ERROR 日 前 还 不 能 达到 工业 需求 的 高 通 量 
mos eti 无 法 研究 研究 翻译 后 修饰 的 惟一 方法 二 研究 岂 问 
EES 
动态 范围 5 个 数量 级 7 一 12 THER 


较 、 差 异 点 寻找 等 。 对 胶 上 蛋白 质点 的 鉴定 可 以 采用 两 种 不 同 的 技术 路 线 。 一 种 
是 采用 于 转 印 技术 ， 将 电泳 腕 上 的 蛋 白 质 转 印 到 膜 上 (硝酸 纤维 素 膜 或 PVDF 
膜 )， 然 后 采用 Edman 降解 或 氮 基 酸 组 成 分 析 等 传统 生物 化 学 的 方法 进行 分 析 ， 
将 分 析 结 果 输 入 特定 的 程序 并 进行 数据 库 检 索 ， 从 而 实现 对 蛋白 质 的 鉴定 。 另 一 
种 是 以 大 谱 为 基本 技术 的 贷 白 质 鉴 定 技术 路 线 。 将 腔 上 借 白 填 点 上 自 接 进行 蛋白 酶 
dj, BUCA IRR PR, A MALDI-TOF-MS WE AA 22 (peptide mapping 
fingerprint, PMF), eK FALE Se pR (CESI-MS-MS) MERFI, 4v 
别 进 行 数据 库 检 索 ， 实 现 盘 岂 质 的 监 定 。 如 果 是 蛋白 质数 据 库 中 不 存在 的 重 白 
质 ， 还 可 以 通过 特定 的 检索 程序 进行 基因 数据 库 的 分 析 检 索 。 以 质谱 技术 为 基础 
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样品 
Ha. HER. EN 


HRH. Aat 


ESI/MS/MS 


PSD/MALDI/ 
TOF/MS 


TR A ae 


SH A Re 


图 2-1 蛋白 质 组 研究 的 技术 路 线 流 程 图 
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BOSE ER ESHER, APR RAE (Ou bi mp ERA EME KR, 10 7 ~ 
10 5), FER, SEAMA SME, CRAE CDRTB SES IR HE SEIL E A EER 
A. SCE ER, MERAH TR ET SE P) JR EET EE T 2b XH RE RE 
证 。 

除了 上 述 惠 Ff 质 组 研究 的 基本 技术 外 ， 新 的 重 白 质 组 研究 技术 也 不 断 出 现 ， 
如 押 于 定 左 和 绰 白质 组 掌 研究 的 同位 素 编 码 亲 各 标 符 技术 (isotope-coded affinity 
tags, ICAT AMERICAS, 用 士 蛋 白质: 蛋白质 相 互 作用 研究 的 酵母 
双亲 交 技 术 ![1、 蛋 白质 复合 物 免疫 分 离 与 质谱 鉴定 技术 (1 用 于 大 规模 蛋白 质 
4r Bi 55 3E ES ds HE ARKAA RO, 用 十 翻译 后 修饰 如 磷酸 化 、 糖 基 化 蛋 


BARA, KHER ATMO, SME RAR ARR 
的 改进 以 及 部 分 新 技术 方法 如 以 介绍 。 


第 二 节 ”大 规模 的 蛋 和 白质 分 离 技 术 


蛋 昌 质 组 学 的 目的 是 实现 对 一 个 基因 组 所 编 碍 的 全 部 蛋白 质 此 其 相互 作 用 的 
研究 。 以 简单 的 舱 核 生物 酵母 为 例 ， 其 基因 组 编码 蛋白 质 为 6145 个 L51]。 大 类 基 
因 组 约会 28 000 一 40 000 个 编码 自 国 ， 其 表达 的 蛋白 质 可 能 达 十 几 万 0 中。 如 何 
实现 对 细胞 ， 组 织 或 体液 所 含有 的 成 干 上 万 个 恒 和 白质 的 有 效 分 离 ， 旺 蛋白 质 组 研 
究 所 要 解决 的 首要 问题 。 理 想 的 蛋白 质 分 离 方 法 首 洁 要 具 备 超 高 分 辩 它 ， 能 髋 将 
成 干 上 万 个 蛋白 质 包 括 它们 的 修饰 物 同时 分 离 并 与 后 续 的 鉴定 技术 有 效 衡 接 。 这 
种 理想 的 分 离 方 法 还 应 当 对 不 打 娄 型 的 蛋 卢 质 ， 包 括 酸 性 的 、 碱 性 的 、 蔬 水 的 、 
亲 水 的 ， 相 对 分 子 质 旺 小 的 、 相 对 分 子 质量 大 的 均 熊 有效 分 离 。 


—. —'IEREME X IRR 


ZEME (two-dimensional gel electrophoresis, 2-DE) 是 目前 惟一 能 将 
TET BEER ET MAAS Sea BRA. 2-DE 是 由 O'Farrell 和 Klose 于 1975 
年 分 别提 出 的 >"i。 在 2-DE "P, HARARE FH NOR fe R c 
Bik RHN, ERRE 18 SDS BR PERE D. RAR A SP Wd 
大 小 不 同 被 分 离 。 由 于 电泳 装置 的 限制 和 载体 两 性 电解 质 的 特性 ， 使 得 2-DE 的 
重复 性 很 差 ， 很 难 制 备 大 二 重复 性 好 的 2-DE HE. 20 世纪 80 1p BH M; BU Fd 
相 人 长 pH 梯度 (immobilized pH gradient, IPG) BREAKER, (8 2-DE 的 重 
复 性 和 上 样 量 大 大 改善 中 ， 不 同 实验 室 之 间 的 实验 结果 可 以 进行 比较 ， 加 之 后 
续 的 微 址 鉴定 技术 如 Edman 微 基 测序 技术 以 及 质谱 技术 灵敏 度 的 提高 ， 使 得 
2-DE 获 得 了 广 证 的 应 用 ， 成 为 重 白质 组 研究 中 首选 的 分 离 技 术 《〈 详 见 第 四 章 )。 
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尽管 如 此 ，2-DE HRUAEE A YEES RE, REDE). WERA, REFER SAH 
离 与 检测 、 重 复 性 以 及 规模 化 和 自动 化 的 问题 。 对 2-DE 技术 的 改进 ， 包 括 对 
2-DE 样 品 的 前 处 理 及 2-DE 后 的 蛋白 点 检测 的 研究 一 直 在 进行 。 


1. 低 丰 度 蛋 白 、 膜 蛋白 的 检测 与 样品 预 分 离 技术 


大 部 分 蛋 帕 质 是 低 丰 庆 和 蛋白质， 而 低 丰 度 蛋 白质 往往 是 执行 重要 生物 功能 的 
和 蛋白质 ， 如 调控 党 白 、 信 号 转 导 重 白 和 党 体 量 白 等。 对 酵母 基因 组 和 吾 白 质 组 研 
AAR mcn, Bis were RH (codon bias index, CBI) 小 十 0.2 的 基因 编码 
的 蛋白 质 为 低 丰 度 蛋 白质， 酵母 基因 组 编码 的 全 部 6000 多 个 蛋白 质 有 一 半 的 密 
码 子 偏 性 系数 小 于 0.2， 其 中 2500 个 编码 基因 的 CBI 小 于 0.1。 这 些 蛋 白质 在 传 
统 的 2-DE ER-E PS, RES HE TELE pH 胶 条 和 如 大 上 样 其 可 适当 提高 
低 丰 度 蛋 白 的 检 出 ， 但 由 上 2-DE 胶 的 上 上 样 二 受到 胶 的 负载 量 的 限制 ， 因 向 不 可 
能 无 限制 加 大 上 上 样 盐 。 党 白质 的 检 出 限 与 染色 方法 、 起 始 加 样 莫 之 间 的 关系 见 表 
2-2。 


x22 €EBmeiH Se AA, EdSEEMUKUT 


go og ETE MES 
TARGHEE iH E A 细胞 数 重 白质 的 量 细胞 数 
TE ULT /A B mg" mg" 
10 20.073 1.2x 10° ' 2007.3 1.2 x 10!! 
100 2.007 1.2x10* 200.7 1.2x 19" 
1000 0.201 1.2107 20.1 1.2x 10? 
10 000 0.020 1.2x 105 2.0 1.2% 108 
100 000 0.002 1.2x 10* 0.2 1.2x 107 


"i e SE CERE AY tong, BETA MEY 100 ng. 
‘yh 6 x 107 THA me THRE RSS, BAT REL 50 kDa 计算 。 


ERRER E ORR MEIN AEE RAS 88 ERE SE ELICIT CREE E 
诬 蛋 自 质 的 低 溶 解 度 。 太 部 分 基于 2-DE 的 蛋白 质 组 研究 方法 都 采用 “一 步 活 
(one-extract-one-gel)", HI —2b48 X i5 £t AG AE — 3 IE EXE fT IB DK A ES X 
种 方法 所 能 识别 和 检测 到 的 大 部 分 是 高 丰 度 的 蛋白 质 。 采 用 窄 范 围 的 IPG RA 
(2—3 4 pH 单位 ) 和 非常 窑 范 围 的 IPG RA C49 1 个 pH 单位 )， 增 加 了 电泳 胺 
的 分 辩 率 ， 加 大 了 样品 负载 甚 ， 使 得 一 些 原先 观察 不 到 的 蛋白 质 可 以 被 观察 到 。 
但 是 由 于 样品 中 相当 数量 的 蛋白 质 的 等 电 点 超出 了 胶 条 的 pH 范围 ， 因 而 无 法 这 
BUR RIFE RRO, ATT AKAN SR KB AIM 
SER GERRARER, DORESCHSCEHEGRERELBLAHBECEOHE SE ELS UU RS TH. 
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REJE- EPKER DIR. SRA BALA 2-DE 方法 进行 分 离 时 ， 由 于 
RE AGH RRR PHBE, BOER Rea. RE, ERE MNE 
ES SPE LII SDS-PAGE. 电 瀛 ， 因 而 很 难 被 检测 到 。 

对 全 细胞 和 蛋白质 来 用 预 分离 (pre-fractionation) 是 提高 低 丰 度 蛋 白质 和 膜 蛋 
白 检 出 限 的 有 效 方法 。 一 种 基 被 称 为 “分 步 提取 法 (sequential extraction)” KI 
白质 预 分 离 技 术 ， 其 原理 是 基于 蛋白 质 的 溶解 度 不 同 ， 采 用 3 种 不 同 的 提取 液 对 
全 细胞 重 白 质 进行 分 布 提取 和 分别 电泳 (图 2-2)。 采 用 分 步 提取 法 对 细胞 总 蛋 
RTM, His bet 2-DE RRS AS OMS EEG OED 
离 的 基础 上 ， 增 加 了 溶解 性 能 和 不同 的 第 三 维 分离 。 我 们 的 实验 结果 显示 ， 采 用 三 
步 法 ， 观 察 到 的 蛋白 质点 增加 了 约 20%， 很 多 低 丰 度 的 蛋 扫 质 可 以 被 观察 到 ， 
eal SKE AIR, 


FH 

| 提取 液 1 一 一 EFI ——- 4094-8094 
残余 物 1 XE 

| ERa  — bi? 一 ~ #4 12%~49% 
Fae pl 


dex — Las 一 一 


RRB lah 


图 2-2 SEE ATP AENR RE 


另 一 种 对 和 蛋 犁 质 采 用 预 分 离 的 方法 称 为 “多 间 隧 电解 法 (multi-compart- 
tment-eleetrolyser) "2 。 此 种 方法 实质 上 是 一 种 制备 等 电 萌 焦 的 方法 。 电 试 装置 
由 中 间 的 聚焦 室 和 两 端的 电极 室 组 成 。 聚 焦 室 由 隔膜 分 成 多 个 样品 室 。 电 极 室内 
RAR, HAHA ERROR OD. BEM, BOOM ESR 
混合 物 放 进 聚 焦 兴 中 ， 随 着 等 电 聚 焦 电 瀛 的 进行 ， 混 合 物 中 的 蛋 由 质 根 据 各 自 的 
等 电 点 不 同 而 聚焦 到 相应 的 样品 室 中 并 被 分 别 收集 。 将 经 过 此 种 预 分 高 的 蛋白 样 
foe 78 BEI IPG 胶 条 进行 2-DE 分 离 ， 与 未 经 预 分 离 样品 的 2.DE 谱 相 比 ， 分 
辩 率 和 胶 的 质量 均 了 明显 改善 。 


2. REED AHS SS 


碱 性 蛋白 质 在 传统 的 2-DE 中 很 难 被 分 开 。 这 主要 是 由 于 商业 化 的 IPG RS 

的 pH 范围 通常 在 3 一 10。 等 电 点 超过 10 的 蛋白 质 很 难 被 分 开 。 这 个 问题 由 于 

IPG RAH pH 范围 目前 已 经 扩大 到 12 而 获得 部 分 的 解 块 。 吨 一 个 影响 碱 性 蛋 
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SRSA SENERA, Rr FOXCBDAT SLERASRUCUIIE VE SR LER, WEA 
在 碱 性 pH 梯度 胶 上 不 能 很 好 地 溶解 ， 特 别 是 在 上 样 量 较 大 的 情况 下 。 可 以 通过 
将 倒 性 量 白 质 去 除 的 办 法 改善 碱 性 蛋白 质 的 分 离 与 检测 。 如 采用 上 述 提 到 的 样品 
预 分 离 的 方法 ， 如 制备 等 电 聚 焦 预 分 离 ， 可 将 碱 性 重 白质 富 集 ， 再 采用 碱 性 pH 
B BEBE ETT HS 


3. IPG BEAR BUDE iE 


为 了 提高 2-DE 852) PR E LEER HE, E IPG 胶 杀 的 改进 研究 … 直 在 
进行 ， 新 的 胶 条 不 断 出 现 。 一 方面 ， 胶 茶 的 pH 范 轩 在 不 断 变 窗 ， 从 最 初 的 3 一 
10 发 展 到 自前 相差 1 个 pH FLA AE IPG 胶 和 条。 这 些 胶 条 的 出 现 ， 不 但 大 
大 改善 了 2-DE 的 分 辨 率 ， 增 加 了 上 样 和 其， 从 而 提高 了 重 记 和 质 的 检 出 ， 而 且 可 以 
针对 不 同样 品 选择 不 同 的 胶 条 ， 如 杖 性 绕 昌 的 分 离 ， 可 选用 pH3 一 5 或 4~7 的 
BEA, (ER AA) EA pH6 一 9 MRR. BSP, RRM pH 范围 也 在 
不 断 扩大 ， 如 p13 一 12 的 胖 条 的 出 现 ， 改 善 了 碱 性 蛋白 质 的 分 离 。 

IEEE EIS HE UR USB], @ 7 cm. t1 cm. 13 cm、18 cm 和 24 cm。18 cm 的 
Ra ARE RAE IEF 胶 茶 ， 通 常 可 达到 2000 以 上 蛋白 质点 的 分 辨 
HE. IKE) BE d EAT BENE Ur HR PSP, Suik 145 iT 
分 离 的 需要 。 使 用 24 cm 的 腕 条 增加 了 分 离 的 距离 ， 提 高 了 分 辩 率 。 目 前 已 有 来 
用 40 cm 的 胶 条 进行 一 向 IEF 分 离 的 研究 ， 结 果 证 明基 增加 电 问 盾 分 辨 率 和 检 出 
的 有 效 方 法 如 ]。 人 在 鼠 的 党 白质 组 研究 中 ， 经 祥 品 预 分 离 和 特 守 细胞 器 预 分 离 ， 
采用 40 cm 的 IPG BER, HARI 27 752 ^ SR ER A, HUP ERE E B] RAR 
BIA 10 000 个 以 十 。 


4. 高 通 量 与 自动 化 


蛋白 质 组 研究 的 高 通 世 需要 研究 体系 的 自动 化 。 如 何 使 2-DE/MS 为 基础 的 
蛋 和 扬 质 组 技术 体系 自动 化 ， 是 许多 研究 机 构 和 生物 技术 公司 研究 的 重点 。 记 今 为 
止 ， 大 其 的 研究 和 改进 集中 在 2-DE 后 的 样品 处 理 和 蛋白质 的 识别 (图 2-3)， 邵 
AFR ERR ADAH ASSO, STRESS ARM 
BYP EPL, 这些 仪 器 的 出 现 ， 大 大 威 轻 了 2-DE 后 样品 处 理 的 繁复 的 手工 
操作 ， 缩 短 了 时 间 ， 提 高 了 效率 ， 更 重要 的 十 提高 广 样品 处 理 的 重复 性 ， 进 免 了 
手工 操作 易 产 生 的 污染 。 另 外 ， 一 种 可 同时 运行 12 RAI — SDS-PAGE mik 
槽 已 经 研制 成 切 并 商品 化 ,如 Ettan Dalt I1 (Amersham Pharmacia) Protean II xi 
(Bio-Rad) 和 Investigator (Genomic Solution)， 使 得 二 向 电泳 一 次 可 平行 分 析 的 
样品 数量 与 一 向 IEF 电泳 相 匹 配 〈 一 向 电泳 糟 可 平行 进行 12 个 样品 的 分 析 )， 
从 而 大 天 提高 了 2-DE 分 析 的 通 量 。 
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自动 MS 样品 分 析 


i 
自动 采集 教 据 、 数 据 库 
PR. KHET 


图 2-3 蛋白质 识 别 过 程 的 白 动 化 流程 


一 种 被 称 为 “分 子 扫描 (molecular scanner)” 的 方法 为 以 2-DE/ MS 为 基础 
的 技术 体系 的 自动 化 打开 了 电路 (231。 该 方法 将 -个 园 相 化 了 胰 蛋 白 酶 的 
PVDF (polyvinylidene difluoride，PYDF》 腊 插入 2-DE 电泳 胶 和 另 一 个 PVDF 膜 
ZH. ET PVDF REWER, “SO ERA RETA, REEDER 
质 在 向 第 一 个 PVDF REGE BHT REPRE OMG, ROKR PAA 
化 胰 酶 的 PVDF RE, WALT PVDF 朵 收集 。 收 集 腊 可 直接 用 于 MALDI-TOF- 
MS 作 肽 质 基 指纹 赠 分 析 。 该 方法 实现 了 2-DE 电泳 后 的 样品 处 理 与 质谱 分 析 一 
体 化 ， 为 整个 2.-DE/MS 技术 体系 的 自动 化 打下 了 基础 。 该 方法 的 不 足 之 处 在 于 
膜 上 酶 切 - 质 谱 分 析 所 获得 的 肽 段 数目 低 于 目前 常规 方法 所 获得 的 肘 眉 数 ， 使 蛋 
外 质 特 别 是 翻译 后 修饰 蛋白 质 的 识别 与 鉴定 效率 党 到 影响 。 


5. 2-DE 的 局 限 性 


尽管 2-DE 在 蛋白 质 组 研究 中 已 获得 广 证 的 应 用 ， 但 是 以 2.DE 为 基础 的 蛋 
白质 组 方法 体系 还 存在 很 多 局 限 。 在 选择 2-DE 作为 主要 的 蛋白 质 分 离 与 展示 手 
段 时 ， 庶 当 对 这 些 局 限 有 清醒 的 认识 。 

(1) 实验 设计 

采用 2-DE 的 方法 ， 我 们 可 以 获得 一 个 蛋 犁 样品 定性 和 定 呈 的 信息 。 如 ， 通 
过 观察 驯 瘤 病人 的 细胞 蛋 自 质谱 ， 可 以 获知 哪些 蛋白 质 与 肿瘤 的 发 生 和 发 展 相 
关 。 但 是 ， 样 本 间 的 异 质 性 以 及 肿瘤 组 织 中 多 种 细胞 的 并 存 ， 影 响 实验 结果 的 可 
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靠 性 ， 也 是 我 们 在 实验 设计 时 必须 充分 考虑 到 的 。 有 用 激光 捕获 显 微 切 割 的 方法 
(laser-capture microdissection，LCM)， 可 以 得 到 较为 单纯 的 细胞 ， 但 是 2-DE 所 
需 的 巨大 的 细胞 其 (10* 一 107 个 细胞 )， 是 采用 LCM 方法 时 必须 面 对 的 问题 。 

(2) 重复 性 

2-DE 的 重复 性 尽管 得 到 了 很 大 的 改善 ， 但 仍然 是 2-DE 方法 存在 的 主要 问 
题 。 癌 样 的 拘 作 人 员 ， 亲 样 的 样品 ， 同 样 的 仪器 ， 玫 次 抬 作 ， 得 到 的 2-DE 谱 很 
难 一 模 一 样 。 要 想得到 好 的 结果 ， 需 要 有 经 验 的 人 员 进 行 操作 ， 并 花费 大 其 的 时 
间 对 2-DE 的 条 件 进 行 优化 。2-DE 方法 的 重复 性 问题 ， 除 了 电文 条 件 本 身 的 问题 
外 ， 样 品 的 获得 和 和 预 公理 的 过 程 也 是 至 关 重 要 的 ， 特 别 是 进行 比较 蛋白 质 组 研究 
的 时 候 。 

(3) 动态 范围 

除了 上 上 述 问题 外 ， 有 限 的 动态 范围 与 低 拷 贝 蛋白 质 的 难以 检测 也 是 2-DE A 
前 尚未 完全 解决 的 问题 。 基 十 mRNA 的 研究 方法 其 动态 范围 为 5 个 数量 级 ， 而 
细胞 中 一 纪 质 的 动态 范围 过? 了 一 8 PR CHR E DAE HE DL ACRI JA. 10! ~ 
10 )。 采 用 训 射 性 同位 素 标 记 ， 可 以 大 火 提 高 蛋白 质 的 检测 限 ， 但 后 续 的 质谱 分 
析 的 灵敏 度 难 以 满足 要 求 。 通 过 加 大 蛋白 质 的 上 样 披 ， 可 能 达到 质谱 分 析 的 更 
R, GEAR KA, APRN EK ARE, MTP RR, EE, 
当 采 用 2-DE/ 质 谱 方 法 时 ， 要 仔细 考虑 方法 的 动态 范围 。 

(4) FEGMHER 

EATR EHHH ELEC eX ERE RUE E. NOOR we 
测 “ 一 视 同 仁 ”， 而 不 度 存 在 歧视 效应 。2-DE 分 析 时 ， 部 分 蛋白 质 的 竺 失 ， 特 别 
KE RA AS FRAT 100 kDa 蛋白 质 的 丢失 ， 使 得 2-DE 作为 通用 的 
蛋白 质 分 离 展示 的 方法 还 有 一 定 的 局 限 。 尽 管 对 玻 水 性 蛋白 质 如 膜 蛋白 的 提 取 方 
法 进行 了 诸多 改进 ， 针 对 酸性 或 大 性 蛋白 质 的 分 离 也 建立 了 许多 方法 ， 有 些 还 相 
当成 功 ， 但 是 总 的 来 说 ，2-DE 作为 一 个 通用 的 分 析 方 法 ， 满 足 每 个 实验 者 的 需 
要 还 有 一 定 差 距 。 

(5) ib EF uit 

RA XI 2-DE/MS 体系 的 自动 化 作 了 很 大 的 改进 ， 特 别 是 2-DE R LEAR 
的 识别 与 鉴定 技术 基本 实现 了 高 遂 量 和 自动 化 ， 但 姑 ，2-PF 分 离 后 的 图 像 分 析 
仍然 是 整个 过 程 中 较 费 时 的 步 又 ， 成 为 整个 体系 高 通 量 、 自 动 化 的 瓶 颖 。 


二 、 色 六 -质谱 技术 


X TWINA 2-DE/MS 为 基础 的 蛋白 质 组 技术 方法 的 不 足 ， 很 多 实验 室 致 力 
地 开发 新 的 大 规模 蛋白质 分 离 鉴 定 技术 ， 并 尝 戌 建立 新 的 蛋白 质 组 研究 技术 平 
台 ， 如 二 维 色谱 -由 联 质谱 技术 、 亲 和 色谱 -串联 质谱 等 多 种 模式 。 
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1. 二 维 色谱 -串联 质谱 技术 (2D-HPLC-MS-MS) 


(1) ZEÑI REG Ue Fk 

RAH €. HATENA RAREZA AEEA, MRR, ALA h 
时 可 完成 全 部 分 离 ， 而 2-DE 分 离 一 般 需 1 一 2 di 由 于 在 溶液 状态 样品 处 理 方 
便 、 快 速 ， 避 免 了 了 2-DE 从 腕 上 回收 样品 的 演 复 操作 ， 分 析 过 程 易于 自动 化 和 和 与 
质谱 联接 ， 对 各 种 蛋白 质 均 通用， 包括 朴 水 性 、 酸 性 、 碱 性 、 分 了 质量 大 于 100 
kDa、 小 于 10 kDa 的 蛋白 质 等 。2-DE 与 2D-HPLC 方法 的 比较 见 表 2-3。 


表 2-3 2-DE 5 2-D HPLC 的 比较 


优 点 i 点 
2-DE ETT 
At HER, > 1000 TEAM enar 
可 得 到 等 电 点 、 相 对 分 子 质 基 信息 
a . BI. ETE. ETE. <10 kDa. 2200 kDa 
EELEE . 
订 平 行 运行 多 个 胶 RUBER 
样品 负载 基 受 限制 
2D-HPLC 快速 HES Se A, Ha ARAE 
可 分 离 各 种 蛋白 质 尚未 实现 平行 操作 
St Ast JB BEI SE Ae A E 
一 一样 邮 住 液 相 4r Bs p bn 
— M Bikes 
可 做 样品 制备 或 菠 缩 


二 维 色谱 分 离 蛋 白质 有 多 种 组 合 模式 ， 第 一 维 色 谱 一 般 是 离子 交换 色谱 ， 也 
AHERE, PIAMPR RAE. ATR RRA ALR 
相 ， 避 免 了 盐 等 浴 加 剂 对 后 续 质 谱 分 析 的 影响 。 为 了 提高 二 维 色谱 的 分 离 速度 和 
分 辨 能 力 ， 第 二 维 的 反 相 色谱 分 离 系统 一 般 采 四 较 短 的 色谱 柱 和 和 较 高 的 流速 。 整 
个 分 离 系 统 采用 一 根 离子 交换 柱 与 两 根 反 相 色 湾 柱 ， 通 过 多 通道 阅 进 行 柱 切换 的 
模式 操作 (图 2-4)。 当 蛋白 质 或 多 肽 组 分 从 离子 交换 色谱 柱 上 洗 脱 并 进入 第 一 
根 反 相 色 谱 柱 时 ， 第 二 根 反 相 色 谱 柱 上 的 组 分 正 被 洗 脱 进入 检测 系统 。 丙 根 反 相 
色谱 柱 的 轮流 切换 ， 使 得 被 分 离 物 可 以 富 集 在 柱 的 顶端。 适当 调整 柱 切 换 速 度 与 
流速 ， 可 以 达到 每 分 钟 一 个 循环 ， 一 个 色谱 图 。 为 了 减 小 死 体 积 ， 采 用 细 内 径 的 
管 路 (0.127 mm) 并 尽 可 能 减少 管 路 的 长 度 。 

采用 上 述 体 系 分 别 对 标准 蛋白 混合 物 和 人 及 纤维 细胞 培养 上 清 沾 蛋 月 质 进 行 
了 分 离 ， 证 明 在 保留 时 间 、 峰 高 和 峰 面 积 保 持 和 良好 重复 性 的 前 提 下 ， 峰 春 基 可 达 
到 60077! , 
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反 林 色谱 柱 1 


图 2-4 2D-HPLC 分 离 体 系 示意 图 


(2) =i d, iE P BUR ME SEN MBE ER 

采用 二 维 色谱 -串联 质谱 技术 可 以 对 党 白质 混合 物 进 行 直 接 分 离 与 鉴定 。 从 
AA, RRA REREAD, MEHE GEA ERE DEB 
Au, GUEIEEERBCH OT EET; ABO. BRR ARS SR 
mit, uH pO iE RA AMPA RT Ee. — EG dÉ-HRNKIAGH (2D- 
HPLC) 2rfrJr 245 fi Fe WI 2-5. 

Bj Hit it/ m iif (2D-HPLC/MS-MS) 大 规模 分 离 鉴 定 蛋 白质 较 成 
功 的 例子 是 醇 母 迄 帕 质 组 的 分 析 '*1。 醇 母 全 细胞 裂解 液 经 不 同 强 度 的 缓冲 溶 澈 
处 理 ， 获 得 可 深 、 弱 溶 、 难 溶 三 个 组 分 并 分 别 进行 蛋白 酶 解 。2P-HPIC 的 分 离 
RAAB 100 pm 的 毛细 管 色谱 柱 ， 色 谱 柱 先 用 S pm 的 反 相 CIS 填料 填充 
10 cm, 然后 用 5 jm 的 强 阳离子 交换 填料 填充 4 cm。 将 420 pg UTE, 440 ng 88 
溶 和 490 pg 难 溶 顷 胞 下 白 提取 物 的 史 肘 混合 物 分 别 加 样 于 上 述 色 谱 柱 中 。 质 谱 
仪器 为 Finnigan 公司 的 LCQ 离子 阱 质 湾 仪 ， 电 喷 肘 离子 源 。 系 统 被 联接 好 后 ， 
整个 分 离 与 鉴定 操作 白 动 化 进行 ， 采 用 4 种 不 同 的 缓冲 溶液 进行 15 步 梯度 洗 脱 ， 
质谱 数据 的 分 析 及 用 SEQUEST 算法 。 

总 共 5540 个 肽 段 被 指认 ，1484 个 蛋白 质 被 鉴定 ， 其 中 包括 32 个 蛋白 激酶 ， 
4S 个 转录 因子 ，131 ERETT. REEE TA ER 2-4。 在 全 
部 1484 个 蛋白 质 中 ， 有 791 CHARM Ha T Hit XE CBI<0.2, 12 个 蛋白 质 

03 ， 


的 等 电 点 <4.3，29 个 蛋白 质 的 等 电 点 >11, 24 个 蛋白 质 的 和 分子 质量 190. kDa, 
与 大 于 2-DE/MS 的 技术 平台 相 比 ，2D_HPLC/MS 在 识别 和 鉴定 低 丰 度 蛋 白 、 膜 
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e» AR pH<-3 
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蛋白 、 酸 性 蛋白 、 碱 性 蛋白 以 及 相对 分 子 质 量 大 的 绰 白 质 方 面 有 明 最 的 优势 。 与 
2-DE/MS 技术 相 比 ，2D-HPLC/MS 方法 的 不 足 之 处 就 是 通过 蛋白 质 直接 酶 切 得 
到 的 肽 混合 物 过 于 复杂 ， 较 难 实现 对 细胞 全 部 蛋白 质 的 识别 与 鉴定 。 相 信 随 善 对 
方法 的 不 断 改 进 ，2D7HPLC-MSAMS 将 作为 2-DE 的 补充 方法 ， 成 为 蛋白 质 组 斌 
究 中 的 大 规模 蛋白 质 分 离 与 鉴定 方法 之 一 。 


表 2-4 蛋白 质 的 亚 细 胞 定位 * 


亚 细 胞 器 ume aR MERE 
Sg d EE 2 1 1 
5a 5 18 35 

细胞 质 286 264 274 
细胞 骨架 1 20 22 
内 质 网 12 36 42 
高 尔 基 体 3 10 16 
Hin dE 4 14 16 
H 67 122 151 
线粒体 43 87 83 
过 氧化 物 酶 体 2 3 3 
HH 1 1 2 
TAG 5 10 6 
Ca 0 a 1 
脂 质 颗粒 0 2 3 


- TAR EHEAR A PP a a ae fr 
EH AMER, 


2. 同位 素 标记 - 亲 和 色 谱 - 质 谱 技术 


为 了 实现 对 细胞 蛋白 质 的 定 其 分离 与 鉴定 ， 一 种 被 称 为 同位 素 编码 亲 和 标 签 
的 色谱 -质谱 技术 已 获得 成 功 应 用 525 。 人 的 网 苞 中 约 有 2 eT RAO, 4 
用 蛋白 酶 酶 切 后 ， 所 产生 的 多 上 肽 混合 物 十 分 复杂 。 现 有 的 分 离 技 术 ， 包 括 2-DE 
和 2D-HPLC 都 很 堆 对 如 此 复杂 的 混合 物 实 现 完全 的 分 高 。 采 用 同位 素 编 码 亲 和 
标签 技术 ， 不 得 可 以 实现 对 细胞 差异 表达 和 蛋白质 的 定 其 分析， 而 且 大 大 简化 了 被 
分 析 样 品 的 复杂 性 ， 为 蛋白 质 组 学 技术 方法 的 研究 所 供 了 新 的 思路 。 

ICAT 方法 的 关键 是 ICAT 试剂 的 应 用 。 该 试剂 由 三 部 分 组 成 【图 2-6)。 中 
闻 部 分 被 称 为 连接 部 分 ， 分 别 连接 8 个 所 原子 或 重 毛 原子， 前 者 称 为 轻 链 试 剂 ， 
后 者 称 为 重 链 试 剂 。 中 何 部 分 一 头 连接 一 个 琉 基 的 特异 反应 基 团 ， 可 与 蛋白 质 中 
池 及 和 气 酸 上 的 绝 基 连接 ， 从 而 实现 对 牌 己 质 的 标记 ， 另 一 头 连接 生物 素 ， 用 于 标 
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记 蛋 白质 或 多 肽 链 的 亲 和 纯 化 。 当 采用 ICAT 技术 进行 蛋白 质 的 定量 分 离 与 鉴定 
上 时， 首先 要 对 蛋白 质 进行 标记 ， 然 后 进行 蛋白 酶 奶 ， 对 蛋白 质 酶 切 后 的 多肽 混合 
物 进 行 亲 和 色 谱 人 分离， 混合物 中 仅仅 被 同位 素 标记 的 肽 段 能 够 被 色谱 柱 保留 ， 并 
进入 质谱 进行 鉴定 ， 其 他 大 芋 肽 段 都 不 被 色谱 柱 保留 。 通 过 比较 标记 了 重 链 和 轻 
链 试 剂 胀 眉 在 质谱 图 中 信和 污 的 强盗 ， 可 以 实现 对 差异 表达 蛋白 质 的 定量 分 析 ， 采 
Hi es BOR DE REESE SU, e EASEERE iat 9 a SES 

[3] (3E Si EU SERI b Se AR FS A TT, ANY ASB AS fa 
RAP REPE QS ER 2E RP A aE a (定量 量 白 质 组 学 分 析 技 术 详 见 第 八 章 )， 
而 县 大 大 简化 了 被 分 离 样品 的 复杂 程度 ， 为 比较 蛋白 质 组 学 研究 中 差异 蛋白 质 的 
分 离 与 蔓 定 提供 了 十 分 有 用 的 技术 。 该 方法 的 不 足 之 处 在 于 无 法 分 析 和 鉴定 不 含 
半 胱 氨 酸 的 蛋 上 质 ， 另 外 ， 日 前 商品 化 试 亲 的 高 价位 也 影响 了 该 方法 的 普遍 应 
用 。 


ICAT efl WARM: dB-ICAT(X- 40 


A 轻 链 试剂 : dO-ICAT(X- Bh) 
HN AH o 
LA et v" 
E "xx N 
AR 连接 部 分 KER RO 
(E BERE SS) 
FA 2-6 ICAT ig 


三 、 一 维 电 泳 色谱 ) ~ 质谱 技术 


为 了 弥补 二 维 电 泳 的 不 足 ， 对 一 维 电 沐 (色谱) - 质谱 的 模式 分 离 鉴 定 蛋 白 
质 复合 物 或 者 全 细胞 重 刁 质 姬 取 物 也 进行 了 党 试 。 


1. 一 维 SDS-PAGE 电泳 (色谱 -质谱 分 离 鉴 定 蛋 白质 复合 物 


恒 鼎 质 复 合 物 的 分 离 与 鉴定 是 功能 蛋白 质 组 研究 的 核心 内 容 。 然 而 ， 采 用 传 
统 的 2D-MS 技术 有 可 能 造成 蛋白 质 的 丢失 。SDS-PAGE 电泳 结合 MALDI-TOF- 
MS 技术 ， 或 者 蛋白 酶 切 结合 LC-MS-MS 技术 直接 分 离 和 鉴定 蛋白 质 复合 物 被 证 
明 是 一 种 有 效 的 方法 。 该 方法 的 基本 过 程 见 图 2-7。 人 了 从 生 物 样本 中 获得 的 蛋白 质 
混合 物 ， 采 用 免疫 沉淀 或 免疫 亲 和 提 到 的 方法 ， 获 得 蛋白 质 复合 物 。SDS_PAGE 
电泳 对 蛋 当 质 复合 物 进 行 分离 ， 染 色 ， 胶 上 原 位 酶 切 ，MALDI-TOF-MS 3} fr lk 
质量 指纹 谱 并 鉴定 重 魏 质 ， 或 者 对 蛋白 质 复合 物 直接 进行 蛋白 酶 切 ， 对 获得 的 及 
i& G MET LC-MS-MS 分 析 ， 道 过 测定 肽 片段 的 序列 鉴定 如 白质 。 

采用 上 述 方法 对 鼠 脑 中 的 N- 甲 基 化 -天 冬 揽 酸 受 体 (N-methyl-D-aspartate 
receptors, NMDAR) BA Hiti TOR SE ge tel NMDAR 党 体 复 合 物 的 分 离 分 
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图 2-7 蛋白 质 复 合 物 - 维 电 读 【色谱 ) -质谱 分 析 流 程 图 


BSR AW ee AeA I. fi NMDAR R1 亚 基 抗体 免疫 沉淀 和 NMDAR R2B C Ak 
与 NMDAR 结合 蛋白 PSD-95 亲 和 结 合 的 方法 。 实 验 结 果 证 明 ，NMDAR FAE 
合 物 由 77 个 蛋白 质 构 成 ， 包 括 神 经 递 质 受 体 、 连 接 物 、 缁 胞 黏附 蛋白 、 二 级 信 
使 、 幼 胞 骨架 蛋白 和 新 蛋白 。 
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2. —f& IEF 电泳 -质谱 分 离 鉴 定 蛋白 质 


目前 采用 的 以 2D-MS 为 基础 的 蛋 刍 质 分 析 方 法 ， 以 第 一 维 等 电 聚 焦 电 访 测 
定 蛋 白质 的 等 电 点 ， 第 二 维 SDS-PAGE 电泳 测定 蛋白质 的 相对 分 子 质 量 。 与 质 
谱 方法 相 比 ，SDS-PAGE 测定 蛋白 质 相 对 分 子 质量 误差 大 、 分 辨 率 差 ， 更 重要 的 
是 ， 很 难 非得 翻译 后 修饰 于 白质 相对 分 子 质 址 变化 的 准确 信息 。 如 何 精确 测定 全 
细胞 和 蛋白质 的 相对 分 子 质 晶 ， 一 直 是 蛋白 质 组 技术 方法 研究 中 的 难题 。… 种 采用 
IPG 胶 条 进行 等 电 肾 焦 电 泳 ， 采 用 MALDI-TOF-MS 对 胶 条 进行 表面 直接 分 析 的 
FRE AE? BARRA IPG RR SRR DK, HELO 
TE, WKAR RAG RE, SRR, RRR 3.5—4 cm KE, 
FR se EL EG MALDI-TOF-MS 47 47. JB pH5S.7 — 
6.0 的 PGRADSAKBRARAM, U0THARREE, MRA HAA 2D 
方法 仅 鉴定 了 100 个 蛋白 质 。 测 定 小 于 50 kDa AR, TEDSEAT PB et PE SR BE 
39 0.196 —0.296, pH 准确 度 在 +10.3 个 单位 。 该 方法 免除 了 样品 从 2D Rie m Ft 
谱 鉴定 过 湾 时 的 繁复 操作 ， 将 一 向 EF 电泳 与 准确 、 灵 敏 、 高 分 辩 的 相对 分 子 
质量 测定 技术 框 结合， 虽然 在 胶 上 蛋白 酶 切 和 多 肽 序列 的 直接 测定 方面 还 存在 一 
定 问 题 ， 但 是 仍然 可 能 发 展 成 为 2-DE 的 蔡 代 方法 之 一 ， 用 于 蛋白 质 组 的 分 析 。 


第 三 节 ”高 通 量 蛋 白质 鉴定 技术 


对 二 维 浠 腕 电泳 或 二 维 色 谱 分 离 的 型 白质 ， 如 何 进 行 快速 、 灵 敏 、 准 确 的 识 
HSSE, BURRS EAM, RAR AMER, W 
Edman 降解 或 氨基 版 组 成 分 析 技术 ， 在 早期 的 蛋白 质 组 研究 中 有 所 应 用 [从 加 ， 
但 由 十 Edman 降解 方法 的 低 灵 敏 度 和 氮 基 酸 组 成 分 析 方 法 的 低 准 确 度 ， 玲 以 满 
是 蛋 白质 组 研究 的 希 要 ， 而 已 经 发 展 了 一 百 多 年 的 质谱 技术 ， 由 于 其 所 其 有 的 商 
灵敏 度 、 高 准确 度 、 盟 上 自动 化 等 特点 ， 已 经 成 为 蛋白 质 组 研究 的 关键 技术 之 
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一 、 生 物质 谱 技 术 


É 1886 年 Goldstein 发 明 早期 质谱 仪 的 离子 源 ，1942 年 第 一 台 商 品 化 质谱 仪 
的 出 现 ， 质 谱 技 术 的 发 展 走 过 了 一 百 多 年 的 历程 。 早 期 的 质谱 技术 主要 应 用 于 地 
质 、 环 境 化 学 、 有 机 化 学 和 制药 等 领域 ， 分 析 对 象 主要 是 小 分 子 化 合 物 ， 质 量 范 
围 在 儿 千 以 下 。 诞 生 二 20 世纪 80 年 代 末 期 的 两 项 软 电离 质谱 技术 - 电 喷 雾 电离 
质谱 [301 和 基质 辅助 激光 解吸 电离 飞行 时 间 质 谱 [301 使 传统 的 主要 用 于 小 分 子 化 合 
物 研究 的 质谱 技术 发 生子 革命 性 的 变革 。ESLMS 和 MALDI-TOF-MS 所 具有 的 

,39 ， 


高 灵敏 度 (amol-pmol) 和 高 质 基 检测 范围 《 重 基 数 从 几 万 到 几 十 万 )， 使 质谱 技 
术 真 正 走 入 了 生命 科学 的 研究 领域 ， 并 得 到 迅速 发 展 。 

目前 南 业 化 的 生物 质谱 仪 ， 其 离子 化 方式 主要 是 电 喷 雾 电 离 与 基质 辅助 激光 
解吸 电离 ， 前 者 常 采 用 四 极 杆 质量 飞行 器 ， 所 构成 的 仪器 称 为 电 喷 才 (DUCIT) 
质谱 仪 ， 后 考 常 采用 飞行 时 间 质 基 分 析 器 ， 所 构成 的 仪器 称 为 基质 辅助 激光 解吸 
电离 飞行 时 间 质 谱 位 。 电 噬 雾 质谱 的 特点 之 一 是 可 以 和 液 相 色谱 、 毛 细 管 电泳 等 
高效 分 离 手 段 联 用 ， 因 而 可 实现 复杂 化 合 物 分 离 与 监 定 的 联机 操作 。 而 MALDI- 
TOF 质谱 仪 的 特点 是 对 盐 和 填 加 物 的 时 受 能 力 强 ， 且 操作 简 人 使， 测定 速度 锯 ， 
易于 实现 高 道 量 ， 谱 峰 与 样品 成 分 的 质量 有 一 一 对 应 关系 ， 图 谱 容 易 解 析 。 此 
外 ， 用 下 生物 大 分 子 测定 的 质谱 仪 还 有 离子 阱 (ion trap) 质谱 仪 和 傅立叶 变换 
离子 回旋 共 据 (fourier transform ion cyclotron resonance, FTICR) MRY. ERE 
几 年 出 现 的 新 型 生物 质谱 仪 是 电 喷 雾 - 四 极 杆 -飞行 时 间 质 谱 仪 与 带 有 串联 质谱 功 
能 的 MALDI-TOF 质谱 仪 。 前 者 在 传统 的 三 级 四 极 串 联 质 谱 仪 的 基础 上 ， 采 用 
飞行 时 间 夺 基 分 析 器 代替 四 极 杆 质 后 飞行 器 ， 大 大 提高 了 仪器 的 分 辨 率 和 灵敏 
度 。 商 品 化 的 仪器 有 Q-TOF (E Micromass 公司 ) 和 Q-STAR (美国 ABI Z 
8]) 等 ; 后 者 是 在 质谱 中 加 入 源 后 裂解 (post souce decay, PSD) 装置 或 碰撞 话 
EAE RS (collisionally induced dissociation, CID) 装置 ， 从 而 使 MALDI-TOF-MS 
We SARA A ATE, Pak hey Reflex III (WE Bluker 公司 ) 和 Voy- 
ager DE STR (美国 ABI 公司 》 等 。 

随 着 蛋白 质 组 研究 的 深入 ， 又 有 多 种 新 型 质谱 仪 出 现 ， 主 要 是 在 上 述 质 谱 仪 
的 基础 上 进行 改进 与 重新 组 合 ， 本 章 后 面 还 将 详细 介绍 。 


二 、2-DE B.E X E EEDOR BUS XE SER 


图 2-8 为 2-DERLEARAR SESH. Xl AERE HL DKCA RHE 
MATA, HOB, RRAZKEBADW, RA MALDI-TOF-MS BATH 
MMe OO), £8 50% 一 60% 的 蛋白 质 在 这 一 步 可 以 得 到 鉴定 ， 接 着 采 
用 电 喷 去 串联 质 溢 进行 肽 序列 标签 测定 (peptide sequence tag, PSTJ07]， 约 
20% 一 30% 的 蛋白 质 可 以 得 到 鉴定 。 通 过 上 述 两 步 质 庶 分 析 ， 仍 元 法 得 到 鉴定 的 
蛋白 质 ， 有 可 能 基 新 蛋白 质 ， 需 要 到 核酸 数据 库 中 作 进 一 步 检 索 ， 或 者 分 离 、 制 
备 一 定 匡 ， 采 用 全 序列 测定 的 方法 进行 鉴定 (有关 MALDI-TOF-MS、ESI-MS- 
MS 鉴定 蛋白 质 的 原理 和 应 用 实例 详 见 第 六 章 )。 

采用 MALDI-TOF-MS 作为 首选 方法 ， 对 胶 上 和 蛋 白质 进 行 大 规模 鉴定 的 优点 
是 易于 实现 高 通 其 。 和 蛋白 质 组 研究 专用 的 高 通 量 MALDI-TOF 质谱 仪 的 出 现 ， 
以 及 胶 工 蛋白 质 厂 解 、 提 取 、 点 投 自 动 化 机 器 人 的 商 民 化 ， 使 得 MALDI-TOF- 
MS 每 天 分 析 几 百 甚 于 上 千 个 蛋白 起 成 为 可 能 ， 因 而 特别 适合 于 胶 上 和 蛋白质 的 高 
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图 28 2DERLEAMS ERR 


通 量 、 大 规模 识别 与 监 定 。 但 基 当 所 分 析 的 蛋白 质 样品 是 混合 物 ， 或 是 数据 库 中 
不 存在 的 新 蛋白 质 时 ，MALDI-TOF-MS 得 到 的 肽 质量 指纹 谱 无 法 与 数据 库 中 已 
有 和 蛋白质 的 理论 肽 质量 指纹 谱 进 行 匹配 ， 因 而 无 法 实现 对 虱 白 质 的 识别 与 鉴定 。 
另外 ， 由 于 胀 质 址 指纹 湾 方 法 本 身 的 特点 ， 对 所 使 用 质谱 仪 的 准确 度 要 求 较 高 ， 
测量 误差 一 般 应 在 100 ppm 以 下 ， 较 理想 的 应 是 20 ~50 ppm， 否 则 分 析 结 果 难 
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WA, FERALAS HS CO, BREE. ROR 
Jl 8t i MALDI-TOF-MS #7 BSC AR, AE E dit E 
度 与 数据 库 检索 结 米 的 相关 性 网 表 2-5. 


表 2-5 及 质量 准确 度 与 重 白质 数据 库 检索 结果 f5] 


ERRAR 
(所 有 种类 》 (BERE 
1975,954 1000 754 173 
100 200 76 
LU 44 6 
1562.884 1000 982 120 
100 197 27 
10 19 2 
1055. S41 10n0 1300 173 
100 514 76 
10 87 6 


"AH et EA 52 205 0, "BERE EDU 3653 个 。 


分 子 离子 误差 (ppm) 


X Rid ERE PE, MERKEN RARHETS ENTE, REM 
质谱 测定 的 多 上 肽 语 列 与 数据 库 中 已 有 有恒 白 寺 的 序列 直接 进行 比较 。 与 肽 质 起 指纹 
谱 的 方法 相 比 ， 肘 序列 浏 定 方 法 不 仅 特 异性 高 ， 而 有 旦 可 以 实现 对 混合 样品 中 的 蛋 
白质 的 识别 与 鉴定 。 由 于 相应 的 计算 机 分 析 软 件 的 发 展 ， 对 混合 样品 中 混合 多 虑 
的 序列 测定 、 数 据 库 检索 与 结果 提交 完全 可 以 自动 化 进行 。 另 外 ， 息 于 电 态 雾 质 
谱 可 以 与 液 相 色 谱 连 接 ， 可 以 实现 分 离 、 鉴 定 一 体 化 操作 ， 因 曾 更 加 适合 复杂 样 
品 中 蛋白 质 的 识别 与 鉴定 ， 甚 至 有 可 能 取代 二 维族 了 胶 电 谅 ， 或 作为 补充 方法 ， 对 
全 细胞 蛋 和 白质 组 分 的 酶 解 产物 直接 进行 分 离 与 鉴定 21。 电 艳 雾 捉 联 质 谱 的 不 足 
之 处 就 是 分 析 速 度 不 如 MALDITOF-MS 快 ， 另 外 操作 也 比 MALDI-TOF-MS 复 
Ro 


三 、 生 物质 谱 新 技术 


为 了 满足 高 遂 量 、 大 规模 蛋 白质 组 研究 的 需要 ， 新 的 生物 质谱 技术 不 源 出 
现 ， 如 前 面 提 到 的 电 喷 雾 -四 极 杆 -飞行 时 间 质 谱 仪 以 及 带 串 联 质谱 功能 的 
MALDI-TOF 质 谱 仪 。 此 外 ， 为 了 增强 MALDI-TOF 质谱 仪 的 串联 质谱 功能 ， 从 
而 更 有 利于 实现 蛋白 质 鉴定 的 高 通 量 ， 一 种 带 MALDI 源 的 西 极 杆 -飞行 时 间 质 
谱 仪 和 带 两 个 飞行 时 间 质 量 分 析 器 的 MALDI-TOF-TOF 质谱 仪 已 经 出 现 并 商品 
化 。 
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1. 带 MALDI 流 的 四 极 杆 -飞行 时 间 质 谱 仪 1MALDI QqTOF) 


如 前 所 述 ， 出 于 样品 制备 简便 ， 操 作 易 自动 化 ，MALDI-TOF-MS ME Akii 
量 指 纹 谱 的 方法 已 绎 成 为 筷 白 质 组 研究 中 和 蛋白质 鉴定 的 首选 方法 。 但 是 ， 上 肘 质 其 
指纹 谱 有 时 不 能 提供 充分 的 信息 以 鉴定 一 和 白质 ， 这 时 ， 需 要 采用 ESI-MS MS 测 
EARP FR AE URGE HII. RA ESLMS-MS 的 方法 较 肽 质 基 指纹 谱 的 方法 重 加 
有 效 ， 但 ESI- MS-MS 操作 费时 ， 不 易 实现 高 通 量 。 另 外 ， 由 于 两 种 质谱 分 析 分 
开 进 行 ， 给 样品 的 操作 带 来 麻烦 。 如 果 能 前 实现 对 同一 个 样品 的 MS 和 MS MS 
分 析 在 同一 台 设 备 上 上 进行， 无疑 将 大 大 提高 蛋白 质 分 析 鉴 定 的 速度 ， 实 现 高 通 
5. 

MALDI QqTOF 质谱 仪 的 出 现 ， 使 得 上 述 设 想 成 为 现实。 该 仪器 是 将 
MALDI 离子 源 与 四 极 杆 -飞行 时 间 ~ 电 联 质 谱 仪 连接 ， 从 而 实现 了 样品 轴 上 的 同 
一 个 样品 在 同一 台 质 谱 仪 上 的 肘 质 域 指纹 谱 分 析 与 肽 序列 标签 分 析 同 时 进行 。 目 
前 此 种 仪器 已 经 商品 化 ， 如 MALDI Qstar Pulsar (美国 ABI 公司 ) 和 Q- Tof 
Ultima GLOBAL (英国 Micromass 公司 )。MALDI QqTOF 的 结构 见 图 2-9. 


静电 离子 镜 


| 


ux 


2-9 MALDI QqTOF #Wa wi! 
莹 外 激光 以 20 He~ 50 He GUO REE A KR, PSRMONEGOE q0 碰撞 冷却 并 转换 成 
NE-GERHRNL. STARRE 10kHz BS BEE REN BEA EL. 


在 MS 操作 模式 下 ， 由 紫外 激光 脉冲 产生 的 离子 流 在 q0 SEES SI Sf Pe 
准 ~ 连 续 流 (quasi-continuous beam)， 接 着 通过 分 析 四 极 杆 Ql 到 达 TOF a tra, 
从 而 获得 全 质谱 图 。 在 MS-MS 模式 ， 母 离子 在 QI 中 被 选择 ， 在 q2 PRR 
成 碎片 ， 产 物 离 子 到 达 TOF 分 析 改 ， 从 而 获得 母 离子 的 串联 质谱 图 。 肽 谱 与 肽 
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Fae kE, AAR kT. AF MALD 源 产 生 的 离子 以 直角 
方式 注入 TOF 分 析 器 ， 解 析 过 程 几 乎 是 在 完全 与 质量 分 析 器 断 开 的 情况 下 进行 ， 
因而 使 仪器 的 校 止 更 加 简单 和 稳定 ， 与 传统 的 轴 向 异 式 相 比 ， 样 品 的 操作 更 如 广 
便 。 更 为 重要 的 是 ， 母 高 子 的 选择 是 在 注入 TOF 分 析 器 前 进行 ， 因 而 使 质谱 仪 
器 的 性 能 在 单 极 质谱 与 串联 质谱 分 析 时 几乎 相同 。 

MALDI QqTOF 质谱 仪 已 经 成 功用 于 2D 腕 上 看 白质 的 鉴定 (图 2-10)[401。 
实验 结果 显示 ， 采 用 MALDI QqTOF 质谱 仪 获得 的 肽 序列 信息 ， 经 过 表达 序列 
标签 (expressed sequence tag, EST) 数据 库 检 索 ， 成 功 鉴定 出 了 新 蛋白 质 。 


Am gy t 


me 


Ei 2-10. MALDI QqTOF 质谱 仪 鉴定 2D R LEAM 
HA OREGON P 25 kDa ABA MRR, DEBERI ICT ORA ye CLE? BAER. BB 
显示 m/z1083.533 (A APRS) HRA. EST ERY (R) NIHSSDWPK (F) 
序列 匹配 。 图 显示 四 个 人 EST RRR AA EAFA (PE. 10 tR 
离子 {图 太 中 三 角形 标记 的 胀 段 ) 与 同居 序列 匹配 。 图 D 显示 母 离子 m/22640.244 的 毕 联 质谱 
图 。 SFA SAR FIFTH. 


2. MALDI-TOF-TOF 质谱 仪 


MALDI-TOF-TOF 质谱 仪 是 在 传统 的 MALDI-TOF 质谱 仪 的 基础 上 进行 改 
进而 成 的 新 型 质谱 仪 。 该 仪器 将 MALDI-TOF 肽 质量 指纹 谱 分 析 的 高 通 量 与 碰 
掩 诱导 解 离 《eollision-induced dissociation, CID) 获得 的 丰富 碎片 信息 相 结 合 ， 对 
局 一 样品 先进 行 肽 质量 指纹 谱 分 析 ， 接 着 进行 串联 质谱 分 析 ， 使 得 在 微量 样品 水 
平 上 对 蛋白 质 的 鉴定 在 数秒 中 内 完成 。 与 渡 后 裂解 测定 多 肽 序列 的 模式 相 比 (项 
要 在 不 同 质 量 范围 多 次 采集 质谱 数据 并 进行 合成 )，MALDI-TOF-TOF 可 以 在 因 
定 的 反射 电压 干 ， 既 过 一 次 采集 获得 完整 的 碎片 离子 质谱 图 。MALDITOF-TOF 
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图 2-11 MALDI-TOF-TOF 结构 示意 图 [40 


HARRER LY 2.11644。 目 前 已 经 商品 化 的 MALDI-TOF-TOF 质谱 仪 有 德国 
Bruker 公司 的 UltraFlex 和 美国 ABI 公司 的 4700。 上 述 仪器 已 经 成 功 地 应 用 于 电 
AE LRE OASE. 
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蛋白 质 组 学 的 研究 开辟 了 功能 基因 组 学 研究 的 新 领域 。 一 方面 ， 和 蛋白 质 组 研 
究 为 探索 生命 的 喘 秘 提供 了 末 新 的 思路 和 手段 ， 另 一 方面 ， 蛋 白质 组 研究 期 待 着 
新 的 技术 方法 的 突破 。 随 着 基因 组 学 与 生物 信息 学 技术 的 发 展 ， 政 府 投资 与 商业 
投入 的 加 大 ， 蛋 外 质 组 学 研究 必 将 在 21 世纪 取得 突破 性 的 进展 。 
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第 三 章 “二 维 电泳 的 蛋白 质 
提取 与 样品 制备 


选择 合适 的 样品 制备 方法 对 获得 满意 的 二 维 电 泳 图谱 是 很 重要 的 。 由 学 蛋白 
样品 的 来 源 和 类 型 差异 较 大 ， 因 此 ， 在 这 里 仅 提供 常 果 的 裂解 策略 。 对 每 一 种 样 
品 而 言 ， 合 适 的 裂解 步骤 由 经 验 而 定 ， 目 的 是 尽 可 能 地 完全 溶解 、 解 离 、 变 性 和 
AREA. 

当 进 行 样 品 制 备 时 ， 很 重要 的 一 点 是 明确 其 研究 目的 。 是 获得 尽 可 能 多 的 和 蛋 
白 ， 还 是 仅 获 得 所 感 兴趣 的 某 些 蛋白 ? 全 蛋白 表达 谱 或 可 重复 的 清晰 图 谱 哪 一 个 
更 重要 ?尽管 采用 一 些 附加 的 样品 制备 方法 会 提高 二 维 电泳 图 谱 的 质量 ， 但 是 同 
时 也 会 导致 某 些 种 类 蛋白 的 丢失 。 因 此 ， 必 须 谨慎 地 权衡 上 述 几 者 之 间 的 关系 来 
AK HH BR FE 
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ERARE TSMR. HEIBEIXGLIRSIEUEnLE 1139. 荣 些 蛋白 形成 各 种 非特 漠 


胞 破碎 方法 、 和 蛋白 解 从 和 溶解 方法 、 去 污 剂 各 裂解 液 成 分 等 方法 来 实现 。 如 果 其 
中 任何 一 个 步 又 没有 得 到 优化 ， 分 离 很 柯 能 是 不 完全 的 ， 或 者 是 变异 的 。 

为 了 完全 分 析 所 有 的 细胞 内 蛋白 ， 细 移 必 须 进行 有 效 的 破碎 。 破 碎 方 法 的 选 
择 依赖 样品 是 否 来 源 于 细胞 、 固 体 组 织 或 者 其 他 的 生物 材料 ， 同 时 也 依赖 于 这 种 
分 析 是 获得 所 有 的 蛋 所， 还 是 特殊 的 亚 细 胞 器 组 分 。 一 些 温和 的 和 剧烈 的 烈 解 方 
法 将 在 下 面 进行 讨论 。 | 

蛋白 酶 在 细胞 破 人 在 时 很 可 能 释放 出 米 ， 其 导致 的 蛋白 降解 将 使 一 维 电泳 图 谱 
的 分 析 复 杂 化 ， 因 此 蛋 委 样品 应 该 利用 蛋白 酶 搞 制 剂 加 以 保护 。 

如 果 组 织 中 只 有 一 类 和 蛋白质 是 有 章 义 的 ， 那 么 在 样品 制备 过 程 中 进行 分 级 分 
离 是 必需 的 。 如 果 从 某 一 特殊 的 亚 细 胞 器 (AK. RAR) PERE 
白 ， 那 么 在 进行 二 维 电 泳 之 前 ， 首 先 应 该 通过 分 级 分 离 或 其 他 的 方法 进行 纯化 。 

沉淀 样品 中 的 蛋白 ， 清 除 杂 质 是 可 选择 的 步骤 ， 这 主要 依赖 于 样品 本 身 和 研 
究 目的 。 它 可 以 除去 样品 中 的 盐 离 子 、 小 分 子 、 离 子 去 污 浏 、 核 酸 、 多 糖 、 脂 类 
和 酚 类 等 杂质 。 通 常 建议 采用 最 简单 的 样品 制备 方法 。 人 和 例如， 具有 低 和 蛋白 浦 度 和 
高 盐 的 样品 可 以 被 正常 地 稀释 、 分 析 或 脱盐 ， 随 后 通过 冰冻 干燥 进行 豪 集 ， 或 者 
Ai — SEES. KART, FA BEAR PAK (rehydration solution) 溶解 。 通 
PRA EGET HERERE DAE, WER ORANARREWAR, Wine 
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清除 步骤 是 必需 的 。 

样品 制备 原则 : 

LATHAM MATRA BA, MELESE, 

2. faje foin ini deti d de HAT RYE 45 TRAP, dA Re EG B6 d dE RI 
可 以 防止 蛋白 的 降解 。 

3. 样品 腹 解 液 应 该 新 鲜 制 备 ， 并 且 分 装 尊 存 于 -80 和 DC。 勿 反复 冻 融 已 制备 
好 的 样品 。 

4. 焉 过 超速 离心 清除 所 有 的 杂质 。 

5. 加 入 尿素 之 后 加 温 不 要 超过 ITC, GLAPRILGEHRES, 


第 一 节 细胞 裂解 的 方法 
—. BTOB ES A 


通常 应 用 于 组 成 比较 箱 单 的 样品 ， 例 如 组 织 培养 的 细胞 、 血 细胞 和 一 些微 生 
物 ， 或 者 用 于 分 析 某 一 特定 的 细胞 器， 例如 只 需要 裂解 胞 质 蛋 白 ， 完 昨 的 线粒体 
或 其 他 的 细胞 器 。 有 时 这 些 技 术 联 合 起 来 应 用 《在 蛋白 酶 抑制 剂 存在 下 进行 关 透 
有 裂解、 在 去 污 剂 丰 在 下 进行 反复 冻 融 ) 。 
1) BAR, LEST IAW, BERRA, BARRE 
细胞 。 
2) 洪 融 橡 解 41， 常用 于 细菌 、 组 织 培养 细胞 ; 通常 用 液 氨 迅速 冷冻 细胞 ， 
随后 在 37 尼 融 化 ， 反 复 几 次 。 
3) 去 污 剂 裂解 . 用 去 污 剂 溶解 细胞 膜 、 Se, BHAA: 常用 于 
组 织 细胞 ; 通常 用 含有 去 污 剂 的 裂解 湾 重 县 细胞 ， 也 可 以 直接 用 样品 歼 
解 液 或 重 泡 胀 溶液 进行 裂解 。 另 外 ， 如 果 阴 离子 去 污 剂 SDS 用 于 裂解 细 
脆 ， 可 以 冉 含 有 兼 性 离子 去 污 剂 、 非 离子 去 污 剂 的 裂解 液 稀释 样品 ， 也 
可 以 用 丙酮 沉淀 以 分 离 出 SDS. 
4) BERE UU. 某 些 细胞 含有 细 欧 壁 ， 需 要 首先 用 酶 来 消化 细胞 壁 。 例 
如 ， FAVS SAE (lysozyme) 来 消化 细菌 的 细胞 壁 ， 用 纤维 素 酶 (cellulase} 
和 果 胶 酶 【pecetinase) 消化 植物 ; 用 溶 细 胞 酶 (lyticase) 消化 酵母 细胞 
刍 。 此 法 常用 于 植物 、 细 菌 和 真菌 。 通 常 这 些 酶 在 等 渗 溶 液 中 处 理 细胞 。 


=. HANS 
常用 十 难于 破碎 的 细胞 ， 如 固体 组 织 内 的 细胞 ， 或 具有 坚硬 细胞 壁 的 细胞 ， 


如 醇 母 组 胞 。 
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1) BARRAT, xg APR, NO ORR, Tid 
MEFFRE FS POE BR, (TE I A JS EM A i 
837^. MERHAT. HARB RR, HL 
冷却 。 

2) ÆR ERE: (French Pressure cel) 55:19), d gg FE T 36 f 48 Hia ot FL 
MEERA, AMARA. LAKE AP Ee Ae, iud] 
Bi. BBA, BHRARRRE FR AAR ERA, MEK 
HER. 

3) PERTO), Eek BR BE ES ARR, a A E 
Ty. FRR ARR TRA, MEENE RER. BOTH TH 
麻 。 

4) TREE 02157161. 常用 于 固体 组 织 。Dounee Fi Potter-Elvehjem 513K 
器 可 用 于 破碎 细胞 或 - 些 软组织 ; 而 混合 器 或 一 些 研磨 设备 用 于 一 些 较 
大 的 组 织 。 通 常 将 组 织 切 成 小 片 ， 加 入 预 冷 的 匀 浆 缓冲 液 (3 一 5 倍 于 组 
织 体 积 )， 简 单 匀 浆 ， 通 过 过 滤 或 离心 获得 裂解 液 。 

5) WARAJJA 901. XM EIS S A RR T LT Be, FECI 
AAW, Jtt HIT ARHRSLECHE SR CE T3. 7B HERR BUS ZURICH 9 
胞 ， 置 于 结实 的 管子 里 。 每 克 细 胞 〈 绩 重 ) 加 入 1—3g RR, BR 
351 min, HK L ming BR EMER, 


=. BÆNK HAAL EARE 


“HAMS, TAWE, RAFE EKHAR, A 
此 需要 采用 一 些 策略 。 如 果 可 能 的 话 ， 直 接 加 入 强 变 性 剂 (Smol/L urea, 10% 
- TCA 或 2%SDS)。 和 蛋白 往 在 低温 下 无 活性 ， 因 此 尽 可 能 在 低温 下 进行 样 娩 制备 。 
另外 ， 许 多 组 织 和 蛋白 酶 在 pH 超过 9.0 的 时 候 失 活 ， 因 此 在 样 奶 裂解 液 中 出 现 
Tris、 碳 酸 钠 和 载体 两 性 电解 质 时 也 可 以 抑制 蛋 百 降解 。 昌 然 这 些 方法 可 防止 蛋 
白 降 解 ， 但 是 有 些 午 白 酶 在 上 述 条 件 王 仍然 保持 跨 解 蛋白 的 活性 。 此 时 ， 需 要 应 
用 蛋 家 敌 抑 制剂 。 每 一 种 重 白 酶 抑制 剂 仅 对 特殊 的 一 类 和 蛋白酶 发 生 作 用 ， 因 此 建 
Be A “ERA AAG BY (protease inhibitor cocktail)", 
1) PMSF (FERMA) dE RR I, AE 1 mmol/L, 
灭 活 丝氨酸 蛋白 酶 和 一 些 半 脏 氮 酸 有 蛋白酶 ， 但 是 其 局 限 在 于 可 在 水 溶液 
中 迅速 失 活 ， 央 此 ， 现 用 现 加 效果 较 好 ; ob, ATR (DTT) 
或 者 BE- 统 基 乙醇 溶液 中 PMSF AR RES a, li, LAE AY 
试剂 可 在 晚 些 时 候 如 入 。 
2) AEBSF (Pefabloc™ SC): 通常 工作 浓度 为 4 mmol/L， 作 用 与 PMSF 相 
50 . 


似 ， 但 溶解 性 较 好 ， 且 毒性 低 。 但 是 AEBSF 可 能 改变 重 白 的 等 电 点 。 

3) 金属 蛋白 酶 抑制 剂 乙 二 胶 四 乙酸 、 乙 二 醇 双 四 乙酸 (EDTA, EGTA); 
通常 应 用 immol/L 的 工作 浓度 ， 通 过 整合 自由 的 金属 离子 玉 抑 制 金属 蛋 
白 酶 活性 。 

4) RE ABI, ÆW (leupeptin), urea, TE 
& DDT AARP HERA, ids] —262£ 9X ERR GE DG CER 
和 蛋白酶 的 活性 ; ASE RST BIA (pepstatin A), Mt X A A N E o 
RHEAN DUE MBAR (aprotinin), iümiT 229088 
Hg. GET UNE (besuaun), MARAE. (Hii. RES DER 
价格 昂贵 ， 而 匡 它 们 是 小 胀 片段 ， 可 能 会 出 现在 二 维 电泳 图 谱 中 ， 其 中 
Ba ARIA A 在 oH -9 的 时 候 不 能 抽 制 重 白 酶 。 

5) FERMA R (TLCK), FERRE AAR A RA (TPCK): 
通常 作用 浓度 在 0.1 一 0.15mmolL， 这 些 相 同 的 成 分 不 可 道 抑制 许多 丝 
ABE HMA DESCR EN. 

6) Benzamidine; fi fF BK EA 1-—2mmol/L, MAZAR EAN. 


ES ROMER 


这 是 一 种 可 选择 的 方法 。 通 常用 于 选择 性 清除 杂质 ， 如 盐 离 子 、 核 酸 、 脂 类 
等 会 干扰 二 维 电泳 结果 。 重 其 之 后 沉淀 蛋白 也 订 以 用 来 制备 浓度 稀释 的 样品 《如 
植物 、 尿 液 )。 沉 证 并 不 是 完全 有 效 的 ， 某 些 重 白 在 沉 省 后 并 不 容易 重 悬 。 因 此 ， 
在 样品 制备 的 过 程 中 ， 应 四 谢 证 的 步骤 可 能 会 改变 和 蛋 饭 的 二 维 电 恋 图 谱 。 


1. WIE +) 


AH, Ce, SAMRAT RS, HMR PPR. SE 
的 杂质 (如 核酸 } HRI EP. 

HR. 蛋白 浓度 大 于 1 mgyml， 缓 冲 液 浓度 大 于 50 mmol/1.， 并 含有 EDTA， 
SBS ARR AD, RHE 10~30 min， 通 过 离心 沉淀 蛋白 !1。 

然而 许多 蛋 犁 在 高 盐 溶 渡 中 是 可 淤 的 ， 因 此 ， 这 种 方法 愉 能 被 用 来 预 分 离 或 
BREA. HH, REHRBRASTRS BRE (IEF)， 必 须 被 清除 。 


2. TCA 沉淀 [三 气 醋 酸 沉 淀 ) 


这 是 一 种 有 效 的 蛋白 沉淀 方法 ， 将 TCA MPRA, AR BIA 10% 一 
20%。 恒 白质 可 于 冰 上 沉淀 30 min。 另 外 ， 组 织 样 品 可 以 直接 用 1096 — 20% 0] 
TCA 进行 匀 桨 。 这 种 方法 可 限制 蛋白 降解 和 其 他 的 化 学 修饰 。 最 后 用 丙酮 或 乙 
醉 清洗 沉淀 ， 以 除去 TCA, 
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然而 ， 蛋 白质 再 溶解 是 很 困难 的 ， 并 且 不 能 完全 再 淤 。 残 留 的 TCA 必须 通 
过 两 铜 或 乙 醉 进行 彻底 清洗 ， 若 过 多 暴露 于 低 pH 溶 该 中 可 能 导致 某 些 蛋白 降解 
或 修饰 。 


3. Ane 


这 种 有 机 溶剂 通常 用 来 沉淀 蛋白 ， 以 清除 许多 杂质 ， 如 去 污 剂 、 脂 类 。 
于 提取 物 中 加 入 至 少 3 倍 体积 的 六 再 酮 ， 使 蛋白 在 - 20 它 沉淀 至 少 2 h， 再 
离心 沉淀 蛋白 。 残 留 的 丙酮 通过 空气 干燥 或 闵 干 除去 ?4]，。 


4. 在 丙酮 中 用 TCA 沉淀 


两 者 联合 应 用 更 如 有 效 ， 通 常用 10% TCA 在 丙 表 中 重 晤 裂解 的 样品 溶液 
(含有 0.01%B - 统 基 乙醇 溶液 或 20mmolL DTT)。 至 少 在 -20 CII 45 min, 
通过 离心 沉淀 重 白 ， 并 用 含有 0.01%- 朴 基 乙 醇 洲 液 或 20mmolL DTT 的 冰 再 
酮 清洗 沉淀 。 通 过 空气 干燥 或 冻 干 去 除 残 留 的 丙酮 [5 和 1。 

此 法 仍然 存在 难 再 溶 的 现象 ， 同 ?。 


5. MERER, SERS ARR 


这 对 于 杂质 售 贡 高 的 植物 样品 很 有 效 。 
HARKER WAS, Sake PARRA PIER A. He 
WEAR PARR LK, RAR, RA RA 


#2 [20~26, 29,30] 


但 此 法 较 复杂 ， 并 且 耗 时 较 多 。 
五 、 清 除 影 响 二 维 电泳 图 六 的 杂质 


样品 中 非 蛋 白 的 不 纯 物 质 可 能 干扰 蛋白 的 分 离 及 一 维 电 洒 图 谱 的 质量 ， 因 
此 ， 在 样品 制备 中 需 考虑 清除 这 些 杂 质 。 


1. oR, MER ORR RS HS 


HAT UTHBATE, MAERUA. VE IPG 胺 条 中 ，” 
盐 离 子 可 导致 溶液 的 电导 率 增 大 。 通 过 延长 DEF 的 聚焦 时 间 ， 直 到 离子 移 至 胶 条 
AMR A ese. OKA SI AES ROR, HEE, ERAR 
ao th BS OT RE S SCR IRAN AEE EE. CK AR ar). 

如 果 IPG REE Gn ETT OE HE, DUE MORE CA] Sb NOE ILC 10 
mmol/L, WEE REAR OME, WEP RTS 50 mmol/L RAMEE. PATE, S 
蛋白 忽然 移 到 一 个 低 盐 环境 中 时 ， 可 能 在 加 样 处 发 生 沉 淀 。 

e: 


ARAR., MERA, BERTIE HDE SUE] 7r eT ed RE, 

Bie TIRE RHA, TARR THEE, AERE, HER 
较 太 体积 的 溶 浪 。 尽 管 旋转 透析 较 迅 速 ， 但 重 白 吸附 于 透析 膜 也 是 一 个 问题 ， 它 
应 该 在 加 入 尿 娄 和 去 污 剂 之 前 应 用 。 凝 胺 讨 滤 和 沉淀 / 重 琶 后 同样 可 导致 蛋白 丢 
失 。 


2. 内 源 性 小 分 子 {如 核酸 、 代 谢 物 和 磷脂 } 


这 些 物质 通常 带 负 电荷 ， 能 发 生 偏 阳极 侧 的 误 焦 不 全 。 
通常 TCA/ 丙酮 这 证 在 除去 这 类 物质 时 特别 有 效 。 


3. 离子 去 污 剂 


离子 去 污 剂 ， 如 SDS， 道 常用 于 和 蛋白 的 提取 和 溶解 ， 但 却 强 烈 干 扰 DEF. 
SDS 与 和 多肽 形 成 复合 物 。 如 果 SDS 不 被 除去 ， 则 不 能 正确 聚焦 。 

通常 用 含有 兼 性 离子 去 污 麟 或 非 离 子 去 污 剂 的 重 泡 胀 溶液 稀 释 含 SDS 的 样 
品 ， 因 此 ， 其 终 浓 庶 为 0.25% 或 更 低 。 共 他 去 污 剂 与 之 的 比率 为 8: 1。 

通过 丙酮 沉淀 也 可 去 除 部 分 SDS。 在 高 温 下 沉淀 将 最 大 限度 除去 SDS, HE 
在 一 20 CULUE AE SEU, 


4. RM (RNA, DNA) 


BRAM CHR, FSRAR IM, BTR Ee AE E eB SL 
f; 核酸 可 能 通过 电 稳 态 相互 作用 与 蛋白 结合 ， 从 而 随 碍 聚焦 ; 如 果 分 离 的 蛋白 
通过 银 染 检测 ， 尘 胶 中 的 核酸 也 将 染色 ， 导 致 高 背景 。 

通常 可 用 DNase/ RNase A 混合 物 处 理 样品 中 的 核酸 将 其 变 为 单 或 寒 核 苷 
酸 。 这 经 常 需 如 入 0.1 倍 体 积 的 含有 1mg/ml DNase, 0.25mg/ml RNase A ATE 
液 和 50mmol/L MgCh GE (EvK be U 29], 

然而 DNase 和 RNase 和 也 可 能 出 现在 二 维 电 访 图 像 中 。 

超 离 也 可 用 来 除去 大 分 子 核酸 ， 然 而 ， 也 会 除去 高 相对 分 子 质 量 蛋 白 。 当 应 
用 低 离子 强度 的 提取 溶液 时 ， 带 负电 荷 的 核 琴 很 可 能 与 带 正 电荷 的 蛋白 形成 复合 
物 。 高 离子 强度 握 取 或 高 pH 提取 可 最 大 程度 减少 这 些 相互 作用 注意; 提取 时 
所 如 的 盐 离 子 必须 在 后 续 步 又 中 除去 )。 


s. $5 


FERRET, REPRE, BERIT], KTR. X 
ESRAARG iH, KSRARBRERAH. 

i oY FRR PRR AR A BRAVET, Ba PLS. 

想 速 离心 可 以 除去 高 分 子 多 糖 。 
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许多 和 蛋 白质， 尤其 是 膜 蛋 白 ， 可 以 与 脂 类 形成 复 台 物 ， 这 会 降低 其 溶解 性 ， 
影响 其 等 电 点 和 分 子 量 。 脂 类 也 能 与 去 污 剂 形成 复合 物 ， 威 低 其 效率 。 

通常 用 强 变性 剂 和 去 污 剂 最 大 程度 减少 蛋白 与 脂 类 的 相互 作用 ， 但 可 能 需 过 
多 的 去 污 剂 。 


7. 酚 类 组 分 


茶 酚 通常 在 许多 植物 组 织 中 出 现 ， 遂 过 酶 催化 的 氧化 反应 来 修饰 蛋白 123.25]1。 

通常 在 组 织 提取 过 程 中 应 甲 还 原 剂 防止 革 醒 的 氧化 〈 如 月- 琉 基 乙醇 、DTT 
等 )， 也 可 通过 滴 隆 方法 迅速 从 酚 组 分 中 分 离 蛋 白 。 或 者 用 抑制 剂 ， 如 硫 腿 来 死 
if St SUE, eA PVP 或 PVPP 吸收 酚 来 清除 酚 组 分 。 


8. 不 溶 物质 


在 样品 中 的 不 溶 物质 能 阻碍 车 胶 孔 径 ， 并 导致 聚焦 不 良 。 当 应 用 样品 杯 时 ， 
ERRERA IPG RAR, 
通常 在 IEF 之 前 ， 应 除去 不 溶 物 质 。 


A RRMA 


为 完成 聚焦 恨 好 的 第 一 向 等 电 课 焦 ， 重 白 必 须 完 全 落 解 和 解 聚 。 无 论 样 品 是 
相对 的 粗 提 物 还 是 经 过 沉淀 步骤 ， 样 品 玖 解 液 必须 包含 一 定 的 组 分 以 确保 在 进行 
第 一 向 等 电 聚 焦 之 前 的 完全 溶解 和 变性 。 基 本 成 分 包括 : 尿素 、 一 种 或 几 种 去 污 
剂 。 目 前 ， 含 有 尿素 (urea) 和 兼 性 离子 去 污 剂 如 CHAPS 的 裂解 液 已 经 被 发 现 
RAR HARA. GAA IPG ZEE (IPG buffer) 也 可 以 增强 样品 的 小 
解 性 〔 如 图 3-1 所 示 )。 

在 变性 茶 件 下 进行 等 电 聚 焦 可 以 给 予 最 高 的 分 辨 幸 和 最 清晰 的 图 像 。 尿 素 作 
为 一 种 中 性 离 液 剂 ， 通 常 在 型 解 液 中 的 浓度 为 8 molL。 尿 素 可 溶解 和 解 折合 大 
多 数 的 蛋白 质 ， 形 成 完全 随机 的 构象 ， 使 所 有 的 离子 基 团 暴露 于 湾流 中 。 近 来 ， 
硫 脲 和 的 加 入 可 以 进一步 提高 溶解 度 ， 特 别 是 腊 和 蛋白 。 

在 裂解 液 中 均 包 含 非 离 子 去 污 剂 和 兼 性 离子 去 污 剂 ， 以 确保 蛋白 完全 溶解 和 
防止 通过 尽 水 相互 作用 导致 蛋白 误 合 。 最 初 ， 两 个 相似 的 非 离 子 去 污 剂 NP-40 
种 Triton X-100 被 广泛 应 用 。 随 后 研究 表明 : 兼 性 离子 去 污 剂 CHAPS 的 效果 更 
好 ， 基 本 浓度 达 4% 。 如 打上 述 溶解 发 生 困 难 ， 还 可 以 考虑 用 SDS， 但 由 于 它 是 
一 种 阴性 离子 云 污 剂 ， 所 以 须 与 其 他 的 去 污 剂 台 昨 ， 并 且 其 终 浓 订 应 低 于 
0.25%， 或 者 其 他 去 污 剂 与 SDS 的 比率 为 8:1。 
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图 3-1 细胞 裂解 液 的 组 分 示意 图 


还 原 剂 可 以 断裂 二 硫 键 ， 以 保持 蛋白 处 于 一 种 还 原状 态 。 起 初 ，B - 蕴 基 乙 
醇 被 用 来 作为 一 种 还 原 剂 ， 但 它 不 仅 要 求 高 浓度 ， 而 且 某 些 不 纯 的 物质 容易 产生 
人 工 假 像 。 目 前 ， 最 常用 的 还 原 剂 是 二 硫 苏 糖 醇 (DTT)， 浓 度 变 化 范围 在 20— 
100mmol/L 之 间 。 二 硫 赤 谷 糖 醇 (DTE) 与 DTT 相似 ， 也 可 以 作为 还 原 剂 应 用 。 
近来 ， 非 殉 基 的 还 原 剂 三 丁 基 腾 (tributyl phosphine, TBP, 2mmol/L) 也 被 用 
来 作为 还 原 剂 。 

载体 两 性 电解 质 (carrier ampholytes) 和 IPG buffer 也 包含 于 裂解 液 中 ， 可 
以 通过 电荷 与 电荷 之 间 的 相互 作用 减少 蛋白 聚合 来 增强 其 溶解 性 。 

样品 在 进行 离心 之 前 应 该 在 室温 下 保持 至 少 1 h 来 达到 完全 的 变性 和 溶解 。 
在 含有 尿素 的 溶液 中 不 可 加 热 ， 防 止 蛋 白 的 修饰 作用 。 超 声 裂 解 可 以 帮助 加 速溶 
解 。 

现 根据 样品 的 类 型 不 同 简要 进行 介绍 。 


1. 可 溶性 样品 


可 溶性 液体 样品 如 血清 、 血 浆 、 尿 样 、 脑 贿 液 以 及 细胞 和 组 织 的 水 溶性 提取 
物 ， 经 很 少 的 前 处 理 便 可 进行 二 维 电泳 分 析 。 含 蛋白 质 浓度 较 高 的 样品 ， 如 血浆 
和 血清 ， 可 用 适 基 样品 裂解 缓冲 液 稀释 后 衣 接 分 析 。 但 是 ， 诸 如 白 蛋白 和 免疫 球 
蛋白 一 类 的 高 丰 度 蛋白 质 在 2-DE 图 谱 上 常 干扰 其 他 表达 基 少 的 成 分 。 将 这 些 高 
丰 度 蛋白 质 消 除 可 以 克服 这 个 问题 ， 但 同时 可 能 导致 非特 异性 蛋白 质 丢 失 002]。 

其 他 类 型 的 液态 样品 可 能 含有 较 低 的 蛋白 质 浓度 或 较 高 盐 浓 度 ， 这 将 会 干扰 
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IEF RE EAS S. XX BEER GITE HER UK AE ERU REB CHOR GUTER, FE 
ah WOE. AZL RAT. ERA TCAA ARU GEA ET PR. 
研究 表明 ，TCA/ 再 酮 沉淀 可 导致 蛋白 酶 失 活 ， 进 而 威 少 蛋 自 质 降解 ， 辣 时 可 以 
去 除 杂 质 ， 富 集 极 碱 性 蛋白 质 ， 如 从 全 细胞 裂解 液 中 富 集 核糖 体 蛋 白 ( 。 


2. 组 织 样品 


周 体 组 织 样品 常 在 裂解 缓冲 液 中 破碎 ， 最 好 的 方法 是 将 组 织 在 液 氮 中 冷冻 后 
破碎 。 包 持 在 锅 箱 纸 并 贮存 十 液 氮 中 的 较 小 组 织 样 品 ， 可 以 用 研 牢 和 研 钾 在 液 毛 
环境 下 此 和 碎 ， 大 的 组 织 块 可 在 溶解 缓冲 液 中 用 旋转 叶片 型 名 桨 器 进行 匀 浆 外 理 ， 
但 尽量 要 避免 加 热 和 泡沫 的 产生 。 

组 织 样 品 存在 的 一 个 特殊 问题 是 样品 异 质 性 。 组 织 伴 品种 来 源 于 疾病 病 此 的 
MAR sim ER DIRE IBA.) Plage Meek I ERGO RC 
几 种 于 本 二 维 电 泳 分 析 的 方法 可 解决 这 个 问题 ， 通 常用 基于 免疫 亲 和 技 术 的 正 性 
或 包 性 选择 ， 以 窒 集 特殊 的 盎 胸 群 ， 这 些 样 唱 经 型 解 后 可 直接 应 用 于 2DE 分 
析 ， 或 是 先进 行 短 期 的 原 代 细胞 培养 之 后 再 通过 二 维 电 泳 分 析 。 有 目前 ， 微 其 切割 
技术 可 用 来 从 组 织 切 片 中 获取 纯 的 细胞 群 ， 其 中 最 受 关 注 的 是 激光 捕 闫 微 基 切割 
技术 (LCM) HR EAE d ft Bk PRK RE EA Fr DC 
St, ORE LSA MMR RRR, SOC TRE SR cen] EO DOS 
PRR EE E EH Ax, ALTAR ea rp arg S Rea 8] BT Sg 9 nj 
提取 出 来 。 若 用 PCR 技术 扩 增 这 些微 量 标本 中 的 DNA 或 RNA， 则 使 LCM 技术 
很 窜 易 地 应 用 到 核酸 分 析 中 。 与 此 对 应 的 ， 缺 过 相应 的 蛋白 质 放大 手段 将 是 蛋白 
质 组 分 析 中 LCM 分 离 细胞 所 遇 到 的 主要 挑战 。 而 Banks 等 则 证 实 了 LOM EB 
白质 组 分 析 中 的 上 应用， 在 他 们 的 研究 中 ， 通 过 对 一例 正 常人 宫颈 表皮 组 织 切 割 分 
析 ， 与 整个 组 织 进 行 分 析 对 比 ， 结 果 显 示 … 些 蛋白 质 可 由 LCM mS dk, 


3. 细胞 


对 体外 上 辆 浮 培 养生 长 的 细胞 或 周期 性 细胞 样品 (如 红细胞 、 淋 巴 细胞 }， 理 
BAT IEE AONE, BARES RETR RR. STE 
EHE PIER, SEER IER, AB PBS ak pe RP 8 e 
A, AA HER ay ee RE eRe, RA 
PRA, (Re RAR, Re, MARA Aa, ERIS 
HERI FHA HERS, DRA S PAA, Of 
A SSG RAH DNase/ RNase 混合 物 来 处 理 样品 {351。 


4. 样品 分 级 


由 于 真 核 细 胞 蛋白 质 表 大 的 动态 范围 高 和 多 样 性 ， 有 时 必须 对 蛋白 质 进行 分 
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级 处 理 ， 以 降低 样品 复杂 性 并 富 集 低 拷 内 重 白 质 。 重 白质 预 分 级 可 以 用 亚 细 胞 收 
集 、 淤 相 电 泳 、 吸 附 色谱 和 选择 性 沉淀 等 方法 来 实现 器。 此 外 ， 还 有 一 种 方法 
是 根据 蛋白 质 症 一 系列 溶解 能 力 逐 渐 增强 的 缓冲 液 中 分 步 深 解 性 能 不 同 而 实现 对 
细胞 或 组 织 蛋 妆 质 的 分 级 提取 [7'*]。 


BOT ”和 蛋白 质 的 分 步 提取 技术 


在 目前 蛋白 质 给 领域 中 ， 所 鉴定 的 蛋白 质 组 通常 仅 占 预期 蛋白 质 组 的 一 小 部 
分 。 虽 然 对 细胞 器 和 和 质 膜 预 分 级 亲 减 少 样品 的 复杂 性 ， 然 而 ， 这 要 求 相 当 多 的 经 
验 和 价 柯 昂贵 的 仪器 ， 如 超速 次 心机。 有 人 提出 利用 蛋 则 溶解 性 的 不 向 分 步 提取 
蛋 和 日 。 此 法 现 已 被 用 于 提取 各 种 不 同 的 组 织 ， 其 中 通常 采用 以 水 相 、 有 机 相 和 表 
面 活 性 剂 为 基础 的 提取 溶液 。 但 足 ， 仍 然 很 难 提 取 到 样品 的 全 部 蛋 和 白质 组 和 低 丰 
EA. Ws, Lik, GHBRANRAKSEA, VRE AR I 
头发 和 皮肤 组 织 的 蛋白 几乎 很 难 进行 二 维 电泳 分 离 ， 特 别 是 在 应 用 固 相 pH 梯度 
的 IEF 中 。 近 来 ， 有 许多 文献 报道 一 些 试剂 在 等 电 聚 焦 之 前 可 以 大 大 提高 样 晶 
ASFA MERE, QOGLAR. sulfobeiaine (一 种 表面 活性 剂 ) 和 TBP, 3B DINER GL GR. X 
面 活性 剂 SB3-10 和 不 带电 荷 还 原 剂 TBP， 可 产生 -个 高 效 的 [EF HELM ARR 
液 ; 而 且 ， 还 可 以 溶解 那些 传统 方法 中 不 洲 的 蛋 上 白 。 然 而 ， 这 种 增强 溶解 性 的 缺 
聊 在 于 ， 对 于 复杂 样品 而 言 ， 二 维 电泳 的 分 离 会 出 现 评 多重 玲 的 蛋白 斑点 ， 特 别 
是 对 上 样 量 较 大 的 制备 型 电泳 。 这 使 得 Molloy 等 学 者 在 1998 年 将 分 步 提取 法 各 
高 效 裂 解 缓冲 液 联 合 起 来 ， 拓 必 到 IEF 中 ， 以 获得 高 分 辩 率 的 、 消 晰 的 二 维 电 
泳 图 谱 。 具 体操 作 步 又 如 下 : 

第 一步 一 一 水 溶 渡 的 提取 : 约 5 一 15 mg 细胞 加 入 2m AAR I (40mmol/L 
Tris), RSME 3 一 4 个 循环 ， 加 入 适量 的 DNase 1 和 RNase A, H8 AJ. B 
心 收集 上 请 液 ， 冷 冻 干 燥 器 中 抽 干 后 即 为 第 一 步 提 取 物 。 

第 二 步 一 一 含 Urea/ CHAPS/DTT 溶液 的 提取 ， 向 第 一 步 的 沉淀 中 加 入 
500 lÉ RIRE IL (8 mol/L Urea, 4% CHAPS, 100 mmol/L DTT, 40 mmol/L 
Tris, 0.5% Pharmalyte 3-10, 20 pg/ml DNase E $1 5 pg/ml RNaseA). Bl Zl dg d 
混 义 ， 离 心 收 集 上 上 清 即 为 第 二 步 提取 物 。 

第 二 步 * Wü HR/SB3-10/TBP 溶液 的 握 取 : 将 上 一 步 所 余 的 沉淀 用 
40 mmol/L Tris 清洗 后 ， 加 入 200 ul 裂解 液 II] (5 mol/L Urea, 2 mol/L 
thioures, 2% CHAPS, 296 SB3-10, 2mmol/L TBP, 40mmol/L Tris, 0.596 Phar- 
malyte 3-10, 20 pg/ml DNase I 和 5 pg/ml RNase A )。 强 烈 振 蓝 混 名 ， 离 心 后 收 
dB Li. REE - 70 CR 3-29) 。 

SERRER EH R RA ERE EIE A N Ag. BERRA 
40mmol/L Tris， 其 余 为 去 离子 水 ， 只 溶解 偏 亲 水 性 的 蛋白 质 。 第 二 步 裂 解 流 属 
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于 传统 的 裂解 方法 ， 含 有 表面 活性 剂 CHAPS、 还 原 剂 DTT、 解 聚 剂 Urea 等 成 
分 ， 由 于 有 具有 良好 的 溶解 能 力 ， 可 以 溶解 亲 水 性 、 中 性 和 较 玖 水 性 的 蛋白 。 第 三 
步 裂解 液 中 添加 了 能 够 促进 己 水 蛋白 质 溶解 的 成 分 ， 如 表面 活性 剂 SB3-10、 还 


OU CENE 


| 401 L/L 
UE TT d 


在 8mol/L Urea,4% CHAPS, 
100mmol/L DTT.40mmol/L. 
Tris,0.5%CA 中 不 溶 的 沉淀 


在 5mol/L Urea,2mol/L 
thiourea,2% CHAPS, 
2%SB 3-10,2 mmol/L TBP, 
40mmol/L Tris,0.596CA 

PA MULE 


3-2 ”分 步 提取 法 示意 图 
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原 剂 DTT. $222 4) thiourea, SEG fd LK fed a e mU, 有 报道 表明 ，11 
个 大 肠 杆菌 膜 蛋 丹 从 这 最 后 -…- 步 的 裂解 液 中 鉴定 出 来 331。 

ERS MEER] RA Ah. ES RL, ARS EA 
在 第 一 步 和 第 二 步 操作 中 可 被 提取 ,而 朋 第 一 步 和 第 二 步 操作 很 可 能 出 现 相 似 的 
图 谱 。 妆 提取 过 程 中 的 重 辣 现象 依 束 于 破碎 细胞 和 组 织 所 选用 的 物理 过 程 的 效率 
高 低 。 例 如 ， 在 超 占 酸 碎 时 ， 大 肠 杆 菌 在 数秒 内 即 可 裂解 完全 ， 而 结核 杆菌 则 需 
25 min TiAF 90% 的 裂解 。 这 些 信息 党 要 在 进行 分 步 提取 之 前 就 了 解 清 楚 ， 以 
便 获 得 最 优化 的 型 解 效 果 .。 

这 种 分 步 提取 方法 已 证 实 是 - -种 快速 有 效 的 分 级 和 浓缩 不 浪 性 蛋白 (如 腊 重 
A) 的 方法 。 进 而 ， 分 步 提 取 和 蛋白 与 细胞 器 分 级 联合 起 来 也 被 证 明 旦 高 效 的 方 
法 。 例 如 : 分 步 提 取 纯 屁 的 细胞 器 不 但 可 以 提供 细胞 的 是 位， 而 且 还 可 以 通过 分 
离 可 溶性 组 分 导致 二 维 电 泳 图 谱 的 简化 。 人 在 泪 白 质 组 研究 领域 中 其 发 展 目 标 之 一 
是 : 将 继续 优化 预 分 级 和 增强 重 白 的 溶解 度 ， 并 联合 多 范 轩 pH 梯度 进行 二 维 电 
KHOR, UGE SADR, REP SH RAIA, PRES RH ES 
sm. 


第 三 节 ” 亚 细胞 分 离 与 蛋白 质 提取 


亚 细 胞 器 的 纯化 和 分 级 可 获得 高 度 纯化 和 富 集 的 蛋白 。 最 基本 的 方法 是 依据 
蛋白 的 二 小 和 密度 差异 来 进行 亚 细 胞 分 级 。 这 些 方法 的 第 一 步 是 在 低速 离心 力 的 
作用 下 ， 从 胞 质 细 胸 器 中 分 离 出 细胞 核 和 来 破碎 的 细胞 ， 获 得 所 需 上 清 。 随 后 ， 
通过 各 种 密度 梯度 从 上 清 中 分 离 各 种 细胞 器 ， 如 线粒体 、 溶 酶 体 等 。Huber 等 人 
在 1996 年 研究 原 痛 基 因 转 化 对 内 体 细 胞 器 的 影响 时 就 采用 了 上 述 的 方法 。 研 究 
表明 : 经 亚 细 胞 分 级 ， 腊 分 级 组 分 在 内 体 富 集 ， 随 后 进行 二 维 电泳 分 离 ， 计 算 机 
辅助 图 像 分 析 显 示 出 差异 的 蛋白 。 另 外 ， 前 述 已 提 及 由 于 新 的 去 污 剂 、 表 面 活性 
剂 和 离 液 剂 的 出 现 ， 使 溶解 效果 显著 增加 ， 并 联合 分 步 提取 蛋白 的 方法 ， 通 过 二 
维 电泳 技术 已 经 成 功 分 离 出 12 个 跨 膜 蛋 白 '+ 1。 车 联系 某 些 分 离 蛋 白 的 特殊 定 
位 ， 则 对 帮助 了 解 蛋 白 的 功能 具有 一 定 的 提示 作用 '**。 此 外 ,细胞 、 组 织 可 被 
处 理 分 离 成 其 他 特 跌 的 组 分 ， 随 后 用 二 维 电 泳 加 以 分 析 。 这 些 细胞 分 级 包括 ， 细 
REUS. RWEUEU 7, Hd ARHREEUO TU, nois cU m i o dE EDU) 

3X HEAR PLE HEGEVARS RE. HAHAM, RT AH SEL Fo C.H 
余部 分 请 参见 后 面 章节 。 


一 、 更 蛋白 的 提取 和 分 离 


膜 蛋 白 被 简单 定义 为 与 膜 ， 例 如 脂 双 分 子 层 ， 相 关 的 蛋白。 然而 ，“ 相 关 ” 
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FURR TREE. MAMAS, BEEDIBAREBEEGNUES TTE 
RHEE, PHRHKELARRARRNERA. HBR RI RE IR 
Fl SRR REAL, BP, RA ER BRAY MBER a 
Riek g HENZE. EK, MLPA St, BRR CHDE 
到 膜 上 的 重 白 除外 ) 占 细 胞 总 蛋白 的 30900917, 55b, AR ERLOAT 22 
界 ， 在 细胞 的 各 种 生命 活动 中 发 挥 重 要 的 作用 ， 如 信号 转 导 、 细 胞 黏附 和 代谢 、 
离子 交换 、 内 知 等 。 因 此 ， 它 们 也 可 以 作为 细胞 药物 治疗 的 靶 点 。 

在 进行 膜 和 蛋白 提取 的 时 收 ， 有 两 点 需要 注意 。 首 先 ， 膜 蛋白 的 纯度 如 何 ” 当 
细胞 在 水 相 、 去 污 剂 中 进行 裂解 时 ， 细 胞 腊 和 内 膜 网 络 将 会 断裂 成 碎片 或 颗粒 ， 
通过 沉淀 或 分 级 技术 加 以 分 离 。 同 时 ， 这 些 技术 也 能 分 离 膜 连 的 细胞 右 (如 线 粒 
体 )。 然 而 ， 在 这 种 样品 制备 中 ， 并 不 是 每 一 个 蛋白 都 是 膜 蛋白 。 到 目前 为 止 ， 
实际 上 多 数 关 于 膜 蛋 日 的 研究 在 进行 衬 品 制备 时 或 多 或 少 地 售 有 膜 样品 制备 的 粗 
提 物 。 并 没有 任何 证 据 表 明 ， 在 二 维 电 恋 图 谱 所 呈现 的 斑点 中 是 真正 的 膜 蛋 白 ， 
而 不 是 可 溶性 蛋 日 杂质。 文献 报道 ， 遂 过 生化 方法 已 经 产生 了 两 种 广泛 应 用 的 技 
术 可 最 低 限 度 地 减少 样品 制备 的 污染 。 一 种 是 应 用 盐 ， 主 要 是 省 化 钾 [2]， 或 更 
多 药 离 液 剂 进行 清洗 ， 可 以 使 与 膜 相 互 作用 较 弱 的 虱 白 分 离 出 来 〈 亦 可 尝试 应 用 
碘 酸 销 )， 目 的 是 富 集 膜 内 在 蛋白 。 从 而 ， 在 二 维 电泳 的 雍 胶 图 谐 中 尽量 使 膜 整 
合 蛋 白 占 主要 部 分 。 另 一 种 方法 蚌 应 用 去 污 剂 分 级 来 除去 膜 样品 制备 中 的 可 溶性 
杂质 lt52ij。 膜 莉 抽 通常 位 于 两 相去 污 剂 系 统 中 相对 较 丰 富 的 那 一 相 中 ， 但 是 ， 不 
是 所 有 分 配 于 此 相 的 蛋白 都 是 膜 重 白 。 某 些 去 污 剂 的 种 类 、 温 度 和 离子 强度 将 影 
响 噶 蛋白 的 分 级 效率 。 

Ao, REED. A. a, A, REA ee oe 
Bik RAH. RAE: 膜 蛋 白 是 低 丰 度 的 、 多 为 偏 碱 性 、 难 溶 于 等 电 聚 焦 的 
水 相 介 质 中 的 蛋白 。 因 此 ， 为 了 能 够 从 二 维 电 读 凝 胶 图 谱 中 分 离 出 膜 蛋白 ， 首 先 
必须 实现 3 PA: CD 必须 保证 膜 的 脂 类 环境 ， 同 时 ， 应 避免 和 多余 的 脂 类 对 等 
电 聚 焦 造 成 干扰 ; © 必须 以 一 种 可 溶 的 形式 〈 通 常 是 去 污 剂 -蛋白 复合 物 ) AE 
中 分 离 出 来 ， O 所 提取 的 膜 重 日 必须 在 等 电 聚 焦 过 程 中 维持 可 和 洲 状态 ， 特 别 是 
在 等 电 点 的 位 党 。 尽 管 这 些 条 件 限 制 了 用 二 维 电 读 分 析 腊 蛋白， 但是， 根据 现在 
技术 的 发 展 ， 这 种 限制 是 可 以 解决 的 。 例 如 ， 现在 的 制备 型 电 读 如 以 使 上 样 直达 
到 堂 克 级 ;而且 ， 新 的 、 宽 范围 的 pH 预制 干 胶 条 的 出 现 对 此 也 提供 了 一 定 的 帮 
助 ， 使 之 变 得 容易 解 竣 。 并 且 ， 文 献 报道 一 些 新 的 去 污 剂 、 离 液 剂 、 还 原 剂 及 有 
机 溶剂 能 够 溶解 膜 内 在 蛋白 。 例 如 : Chevallet M 报道 利用 相 分 离 技 术 从 氢 南 芥 
计 中 纯化 质 腊 蛋白 344。Rabilloud T 等 利用 4 个 不 同 的 步骤 (Triton X-100, Tri- 
ton XX-114、 碳 酸 盐 处 理 和 握 仿 /甲醇 处 理 ) 来 检验 从 质 膜 中 提取 酬 水 量 白 的 能 力 ， 
利用 6 个 不 同 的 各 解 缓冲 液 来 检验 溶解 玖 水 蛋 晶 的 能 力 。 裂 解 缓 溃 液 包括 7 
mol/L Urea, 2 mol/L thiourea, 0.596 Triton X-100, 1.296 Pharmalytes 3-10, 20 
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mmol/L DTT 和 2% W/V 新 去 污 剂 或 4% CHAPS. HAIFA AR $C5.. $C6. 
$C7. $C8. ASBi4. RAMAR, BEI AK E A BPS TA BY ART E 
品 中 的 脂 含 车 多 少 !55;。 依 据 上 述 方法 已 经 通过 质谱 整定 出 一 系列 相关 的 腊 内 在 
EA (Æ 3-1051)。 然 而 ， 与 得 水 相关 的 问题 仍 很 难 解决 。 很 明显 ， 研 究 目 的 
是 建立 一 种 蛋白 疏水 性 与 二 维 电泳 两 埋 相 容 的 上 限 。 尽 管 新 的 去 污 剂 、 离 液 剂 、 
还 原 剂 及 有 机 溶剂 的 应 用 ， 即 前 述 所 提 到 的 分 步 扣 取 蛋白 的 方法 可 以 分 离 出 富 集 
HBSS, PH, EKO ETSURHDUE CAU PEG RRA MKS 
效 ， 但 常规 线性 的 硫酸 盐 类 与 二 维 电泳 所 必需 的 离 被 剂 的 相 容 性 很 罚 '1。 虽 可 
应 用 各 种 化 学 组 分 〈 如 氨基 ) 以 增加 溶解 性 ， 但 这 些 组 分 又 可 能 降低 去 污 剂 的 作 
用 :3]。 总 之 ， 生 物 膜 蛋 白 的 二 维 电泳 需要 依据 样品 的 不 同 要 求 预 先 优化 溶解 条 
件 ， 才 能 达到 征 完 姜 的 分 离 。 


衣 3-1 在 二 维 电泳 论 胶 禾 谱 上 已 鉴定 的 来 源 于 动物 和 组 织 细胞 的 碌 内 在 蛋白 


蛋白 TMD 相对 分 子 质量 GRAVY TMD/kDa 2-D gel 
/kDa technology" 
CYP1A1 1 58 -0.084 U.017 CA/U/NID 
tgrl 1 89.5 -0.8 0.011 IPG/TU/C 
Fc receptor 1 40 -0.34 0.025 CA/U/NID 
CD2* 1 39 - 0.89 0.025 CNU/NID 
CD25" 1 28 -0.68 0.035 CA/U/NID 
CD45* 1 144 -0.63 0.007 CA/U/NID 
Integrin a5 l 110 -0.221 0.009 CA/U/NID 
Integrin B1 1 86 — 0,458 0.011 CA/U/NID 
Stomatin 1 31.6 0.04 0.03 IPG/TU/ZW 
Transferrin receptor 1 BS -0.24 9.01 CA/U/NID 
HLA-D 1 25 0.029 0.04 CNU/NID 
NMDA receptor" 3 103 -n.3 0.03 CA/U/TU/C 
GABA a receptor" 4 46 0.76 0.08 CNU/NID 
Angiotensin rec." 7 41 0.51 0.17 CNU/NID 
ACTH receptor" 7 33 0.76 0.205 CA/U/NID 
Bradykinin receptor” 7 44 0.46 0.16 CNU/NID 
Parathormene rec* 7 62 0.11 D.113 CA/U/NID 
Band M 12 101.8 0.2 0.11 IPG/TU/ZW 
Glucose transporter” © 12 54 0.53 0.22 IPG/U/C 
DS at PRE FE 
hib 3 38 E nb H5 T 
Et ntl: 


SCA, carrier ampholytes IEF; IPG, immobilized pH gradient; U, Urea; TU, Urea + ihicurea; NID, non- 
ionic detergent (ND-40 or Triton X-100); C, CHAPS; ZW, zwitterionic detergents. 
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二 、 核 蛋白 的 提取 和 分 离 


由 核 膜 包 囊 的 细胞 核 含 有 遗传 信息 ， 它 提供 基因 表达 的 空间 。 在 成 纤维 细胞 
"B, aun c EHE EU 5% 。 因 为 许多 细胞 核 蛋 名 属于 中 等 入 解 度 的 ， 所 以 
KERR., WEM AAR (mol/L BEAR. Smol/L 尿素 和 2%SB3.10) BE 
A., PAR RBH, 尽管 细胞 核 蛋 白 是 强 碱 性 蛋白 (pl1>10)， 通 常 与 二 
维 电泳 的 第 - 维 等 电 阳 焦 相 容 程度 较 低 ;3]， 但 在 涉及 凋 亡 的 研究 中 ， 已 经 建立 
好 从 Burkitt PRES PARLE GS EK OO. ALBA AE 
建立 的 细胞 核 蛋 白质 组 ， 多 矢 考 SWISS 2DPAGE AHIA EIEH AI], TAMA 
ExPASy IRA 38 E 3X fd (http://www. expasy. ch/ch2d), MŒ SWISSPROT & F1 
数据 库 中 ， 已 含有 0964 TAARE. SAP, fam E PLI 3E 3 Acne 
据 库 在 1993 FERR. Ear, BART RA MRC 人 类 遗传 学 研究 中 心 准 
备 启动 建立 一 个 关于 细胞 核 蛋 白 的 特殊 数据 产 ， 可 以 通过 国际 互连网 络 进 行 搜索 
Till (http://www. hug. mre. ac. uk/users/ Wendy. Bickmore/npdintro. html) , 

核 基质 是 Bercaney 和 Coffey F 1974 年 提出 的 概念 ， 为 韭 染 色 质 结构 蛋白 及 
细 胸 核 经 高 盐 离 子 、 核 酸 酶 、 去 污 剂 抽 提 后 所 剩 的 核 蛋 白 网 状 结构 。 核 基 质 包括 
核 表面 核 纤 岩 艇 种 、 多 种 低 不 度 核 蛋白 、 核 内 不 均一 核糖 核 蛋 白 及 与 基质 相关 的 
DNA 结合 区 。 通 常 采 用 Fey 和 Peman 建立 的 核 基质 蛋白 提取 方法 。 即 :在 含 
# 0.596 Triton X-100 和 1.2mmol/L 和 蛋白酶 掉 制剂 的 缓冲 液 中 匀 浆 数 分 钟 ， 离 心 
去 除 脂 类 和 可 蓄 性 重 白 。 其 沉淀 与 提取 液 〈100mmol/L KCl, 3mmol/L MgCl, 
0.596 Triton X-100, 1.2mmol/L PMSF) T 4 CRAY 15 min， 离 心 去 除 可 溶性 骨 
REA, TE TRA (50mmol/L NaCl, 3mmol/L MgCl, 1.2 mmol/L 
PMSF, 100 pg/ul DNase, 100 pg/pl RNase A) 室温 消化 30 min， 离 心 后 沉淀 重 
ELEXEGLEE ELE MR EDI CB RE PES MERKT 8 mol/L BER RS S& EJIIS 
后 ， 经 透析 除去 尿素 。 不 溶性 细胞 外 基质 、 糖 及 中 间 丝 ， 经 超速 离心 沉淀 下 来 ， 
EEA REL AE HR E HT, Gerner C 等 人 应 用 纳 喷 -ESLMSAMS 已 经 鉴定 出 
33 个 和 蛋白， 主要 属于 核 基 质 和 蛋白 ‘51。 

RWWA RAE: 与 内 质 网 连续 的 核 外 腊 、 由 核 纤 层 支撑 的 核 内 膜 、 
由 核 纤 层 蛋白 组 成 的 中 间 纤 维 网 络 和 位 于 核 乱 复合 体 的 连接 内 外 核 膜 的 核 孔 腊 。 
核 外 弄 的 蛋白 成 分 与 内 质 网 相似 。 记 仿 为止， 几乎 没有 特殊 的 蛋白 与 内 膜 相关 ， 
TET EE BARB ASA HE. Emerin, Nurim 和 MAN-1 ETE Eds Er F 
BABE, REYER, SHREKA, Aa TER MRE E 
形态 与 功能 是 必需 的 [9%]。 核 膜 含 有 几 个 富 集 在 不 同 组 分 的 膜 整合 蛋 身 和 多 蛋白 
复合 物 ， 而 且 许 多 膜 整合 蛋白 与 结构 蛋白 的 相互 作用 网 络 不 能 通过 去 污 旗 提取 ， 
这 个 问题 与 任何 其 他 复合 物 的 膜 蛋白 的 分 析 相 似 。 通 常 采用 不 同 的 提取 策略 来 完 
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成 核 膜 蛋白 的 分 级 制备 ， 经 过 MALDI-TOF 已 经 鉴定 出 129 SOMBRE. HA, 
已 鉴定 的 19 个 基因 产物 此 前 在 蛋白 水 平 并 没有 被 检测 到 。 有 具体 的 核 蛋白 及 核 腊 
蛋白 的 提取 和 分 级 制备 参照 Dreger MMA. AMEZ. WHI TP 缓冲 
3E [10mmol/L Tris-HCl (pH7.4), 10mmol/L NaH;PO, (pH7.4), 1 mmol/L 
PMSF, 10 pg/ml aprotinin, 10 pg/ml leupeptin] 5J3&, BMRA AA 250 pg/ml 
heparin, 1 mmol/L Na;VO,, 10 mmol/L. NaF, 400 U Benzon nuclease. TE 4 € F 
搅拌 90 min， 细 上 胞 核 膜 通过 离心 (10 000xg，30 min, 4 C) EPR, BR 
STM 0.25 S wb HE [20 mmol/L Tris-HCl (pH7.4), 0.25 mol/L Sucrose, 5 
mmol/L MgSO,, 1 mmol/L Na: VO,, 1 mmol/L PMSF, 10 pg/ml aprotinin, 10 
ug/ml leupeptin) MEYE. OREH Bradford 方法 检测 。 为 了 进一步 分 级， 
在 STM 0.25 缓冲 液 《 每 个 样品 约 有 200 pg BA) 中 的 核 腊 提 取 物 或 者 加 入 Tri- 
ton X-100 (TX-100; 终 浓度 为 0.5%)、 或 者 加 入 Urea 和 NaCO 〈 终 深度 各 为 4 
mol/L X 0.1 mol/L). RAMA NaCl (HWRE X 1 mol/L). 样品 在 4 CFRE 
15 min, TX-100 的 抗 性 物质 以 及 经 NaCl 清洗 的 样品 在 13 000 r/min 的 转速 下 离 
心 获得 。 离 液 剂 抗 性 物质 在 50 000 r/min 转速 下 超速 离心 可 以 获得 。 蛋 白 浓度 同 
样 用 Bradford 方法 检测 。 这 种 方法 一 方面 可 以 减少 样品 的 复杂 性 ， 因 些 可 以 弥补 
佘 丙烯 酰胺 效 胶 的 分 状 率 的 问题 ， 另 一 方面 ， 不 同 核 膜 重 自 的 分 级 可 以 合 有 来 自 
于 既定 核 腊 蛋白 成 分 特征 的 一 组 已 知 蛋 白 ， 这 些 和 蛋白 提供 了 研究 未 知 和 蛋白 或 非特 
征 性 蛋白 的 结构 网 络 的 基础 ， 并 可 预测 其 功能 [56]。 

综 上 所 述 ， 随 着 人 闫 基 因 组 测序 的 结束 ， 黎 白质 组 的 研究 将 会 到 达 ~- 个 新 的 
高 度 ， 这 将 激励 人 们 寻找 更 好 的 方法 进行 样品 制备 和 和 蛋 占 提取 【如 分 离 提 取 膜 蛋 
白 和 低下 度 蛋 白 )， 为 深入 进行 蛋白 质 组 研究 英 定 基础 (1。 
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第 四 意 二 维 电 泳 与 细胞 蛋白 质 的 分 离 
第 一 节 & i 


生物 大 分 子 如 蛋白 质 、 核 酸 、 匀 糖 等 常 以 颗粒 分 散在 溶液 中 ， 它 们 所 带电 荷 
的 性 质 取 决 于 溶液 的 酸碱度 以 及 其 他 相互 作用 的 因素 如 十 二 烷 帮 硫 酸 钠 所 引起 的 
酸 研 度 的 变化 。 在 电场 中 ， 带 电离 子 商 正极 或 策 极 移动 ， 迁 移 的 方向 和 速度 取决 
于 这 些 离 子 所 带 的 电荷 和 介质 的 阻 为 ， 这 种 了 迁移 现 蒙 即 称 为 电泳 。 迁 称 的 原理 可 
分 为 3 类， 根据 分 子 太 小 和 形状 、 分 子 所 带电 荷 、 或 分 子 的 其 他 生物 学 及 物理 化 
学 特性 。 为 减 小 电泳 这 程 中 由 于 发 热 和 扩散 效应 所 引起 的 分 子 区 带 扭曲 和 扩散 ， 
目前 的 电泳 大 名 是 在 固定 化 的 介质 中 将 样品 放 入 流动 相 中 进行 分 离 ， 而 不 采用 完 
全 自由 态 的 溶液 进 行 分 离 。 根 据 所 用 介质 种 类 不 同 ， 电 泳 可 分 为 两 类 ， AK. LE 
纤维 素 、 萍 层 材 料 如 硅胶 、 氧 化 铝 、 纤 维 索 等 惰性 程度 较 高 ， 主 要 用 于 支持 体 
系 ， 且 变形 不 大 ， 用 这 些 介质 分 离 蛋 白质 ， 主 要 依赖 于 蛋白 质 的 电 共 密度 ; 琼脂 
糖 、 淀 粉 及 聚 丙 烯 醚 胺 效 胺 体系 可 变性 较 强 且 有 一 定 的 扩散 作用 ， 但 这 些 体 系 在 
分 高 蛋白 质 时 ， 除 依赖 于 蛋白 质 的 电荷 密度 外 ， 还 与 蛋白 质 的 相对 分 子 质量 大 小 
及 分 子 尺 寸 相关 ， 提 高 了 对 蛋白 质 的 分 辨 能 力 。 册 于 聚 丙 烽 酰 胺 凝 胶 的 凝 腕 孔径 
与 性 白质 分 子 大 小 嫌 近 ， 能 达到 最 好 的 分 离 能 力 ， 而 且 聚 丙 烽 酰胺 凝 胶 制 胶 方 
便 ， 民 价 低 ， 重 现 性 好 ， 凝 胺 透明 ， 易 于 显 色 并 观察 ， 此 外 与 下 游 蛋白 质 鉴 定 方 
法 如 免疫 印迹 、 质 谱 鉴定 等 兼容 性 较 好 ， 国 而 使 得 聚 再 烯 酰胺 上 凝 胶 成 为 首选 的 蛋 
EAE BE PP RESTI, 

Mp AREA RERE (polyacrylamide gel, PAG) GB ti pj SERE (acrylamide) 
HE DLE BE Ee N, N'CHIBGOUNER EE (N, N- methylene bisacry- 
lamide, ^E POP MPRA) 按 一 定 比例 混合 ， 在 有 引发 剂 和 增 速 剂 存 在 下 聚合 
而 形成 的 交 六 网 状 结构 ， 丙 烽 酰 胺 单 体 聚合 生成 长 链 聚 合 物 ， 甲 叉 再 烯 酰 胺 的 双 
功能 基 团 和 链 末 端的 自由 功能 基 团 反应 从 而 发 生 交 联 ， 形 成 网 状 结 构 。 两 个 单 体 
的 常用 物化 属性 见 表 4-1， 两 个 单 体 和 从 丙烯 栈 胺 北 胶 的 交 联 结构 见 图 4-10), 
根据 分 离 和 目的 不 同 ， 可 以 按 不 同 浓度 及 比 鲍 来 配制 PAG HRS W: ERER 
只 需 按 等 电 点 不 同 分 离 蛋 白质 ， 而 对 北 院 按 相 对 分 子 质 量 大 小 的 第 分 能 力 要 求 不 
fe, FAA Pe ERB ay; 在 利用 十 二 烷 基 硫酸 钠 - 育 丙烯 酰胺 凝 胺 所 访 (SDS- 
PAGE) 分 离 蛋 白质 上 时， 不仅 要 根据 蛋白 质 的 带电 密度 分 离 ， 而 且 还 要 根据 被 分 
离 样 品 的 相对 分 子 质 量 大 小 设计 相应 浓度 的 PAG BE. PR ERO RE, KOLA 
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表 4-1 PEMA RET E HE DUE A LC IE 


属性 j PAY 3h BE RE N, N-E SU PARE 
ATA CH;"-CH—CO—NH, (CH=CH CO —NH)4UH; 
分 子 质量 71.08 154.17 
SEL 白色 结晶 粉 林 白色 铺 旧 粉末 

气味 无 无 

贮存 密封 、 避 光 准 、 密 封 、 避 光 
HEE HEHEH | 中 枢 神 经 毒物 


CH,—CH CH=CH 
Lo T9 
| 
NH, NH 
P 
PRE NH 
(7o 
CH, —CH 
F XC ih BR 
~CH, i-e. ena CH, —CH-{CH,—CH-], CH, — 
£-o ç= =0 
NH, NH NH, 
ja 
NH 
=0 
—CH,—CH-[CH,—CH-] „CH CHCH, CH, CH,— 
| =0 $=0 C—O 
! 
NH NH, NH, 
a 
NH 


| 


=O 
—CH, been n CH = CH-fCl CH, CH, 一 


c=0 b= c=0 
NH, ia An, 
X UIS RARE 


Bai FJ SCR PS BEER QU PT RR DIDI ROE S 
物 的 网 状 结构 示意 图 
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WERE. FACE, AIE, SRE RTL AMAA, EPERE RH T SERA EE PTS 
个 重要 参数 THCY, TREAT HE (RRA IR) 的 总 百 分 浓 
HE, CETERI EATER AEE, RETRAT: 


atb 
m 


x 100 (%) 
b 
até 
这 里 a HARRAH (2). b 为 甲 久 丙烯 酰胺 的 质量 (ug). m JRRR A 
前 的 溶液 体积 (ml). TAC 的 值 是 很 关键 的 。 一 般 的 蛋白 分 离 胶 了 值 分 布 在 
5% 到 3096 Ze [E], T 值 太 小 瞧 腕 雪 度 增加 ， 难 以 处 理 ， 太 大 则 凝 胶 脐 性 增加 ， 容 
易 破 烈 。C 值 … 般 在 3% 左 右 ， 适 合 于 大 多 数 的 蛋白 质 分 离 。 根 据 我 们 的 经 验 ， 
第 二 向 电泳 要 分 离 鼻 白 泥 合 物 ， 固 定 C 值 为 2.6% (0.8/30)， 预 实验 时 取 工 值 
为 13% ， 随 后 根据 日 的 恒 听 的 机 对 分 子 质量 来 调整 工 值 ， 会 获得 比较 满意 的 结 
果 。 
Smithies 和 Poulik?! (1956) 最 早 引 入 了 二 维 电 谍 技术 ， 他 们 将 纸 电 访 租 演 
粉 歧 胶 电 泳 结 合 米 分 离 血 清 蛋 白质 。 随 后 二 维 电 泳 技术 经 历 了 更 才 的 发 展 后， 
并 将 豪 丙 烯 酰胺 介质 引入 应 用 ， 特 别 是 等 电 萌 焦 技 术 在 一 向 的 应 用 ， 使 菇 于 蛋白 
质 电 共 属性 的 一 癌 分 离 成 为 可 能 。 目 前 所 应 用 的 二 维 电 泳 体 系 是 由 O' Farrell 等 
首先 于 1975 年 发 明 [71， 其 原理 是 根据 蛋白 质 的 西 个 一 级 属性 : 等 电 点 和 相对 分 
子 质量 的 特异 性 ， 将 蛋白质 混 合 物 在 第 一 个 方向 上 按照 等 电 点 高 低 进 行 分 离 〈 等 
FRR), TE POT LRA FA DRT (+ CR OR 
Fae Bt Hee BE HK, SDS-PAGE) (图 4-2)。 在 最 好 状态 下 ， 传 统 等 电 聚 焦 技 术 
和 SDS-PAGE 1E 20 cm AGRE MBER POS Bm Ea h 100 个 不 同 的 
蛋白 质 条 带 ， 因 此 ， 理 论 上 的 二 维 电 泳 分 辨 能 力 可 达到 10 000 个 点 。 目 前 已 有 
实验 室 在 30 cm x 40 cm 的 大 腕 上 获得 这 ~ 一 分 离 效 果 。 考 虑 到 大 多 数 实验 室 并 不 
具备 运行 这 种 大 腕 所 需要 的 条 件 ， 普 通 情 况 下 的 凝 腕 【20 cm x 20 cm) 分辨 到 
3000 个 点 已 是 相当 不 错 。 但 利用 特殊 的 样品 制备 方法 如 三 步 提 取 或 亚 细 胞 器 提 
取 ， 以 太 下 文 将 要 提 到 的 罕 范 围 等 电 聚 焦 胶 条 ， 都 可 大 大 提高 二 维 电泳 的 分 辩 能 
力 。 二 维 电泳 分 扇 后 的 蛋白 质点 经 显 色 方法 如 考 马 斯 吝 些 染色 、 和 酸性 银 染 、 址 性 
银 染 、 仙 性 染色 、 荧 光 染 色 或 放射 性 标记 等 染色 处 理 后 ， 通 过 图 从 扫描 存档 ， 最 
后 星 现 出 来 的 是 在 二 维 方向 排列 的 旺 “ 满 天 星 ” 状 排列 的 小 圆 点 ， 其 中 每 一 个 点 
代表 一 个 蛋白 质 。 
4-3 是 我 们 分 离 得 到 的 HL-60 细胞 裂解 蛋白 质 的 二 维 电泳 图 谱 ， 从 该 图 谱 
可 以 初步 得 到 该 细胞 内 蛋白 质 的 分 布 范 围 〈 贪 酸性 或 篇 碱 性 ) 、 表 达 蛋 白质 的 个 
数 ( 凝 腔 点 的 数 日 )、 蛋 委 质 的 大 概 相 对 分 子 质量 、 等 电 点 (通过 相对 分 子 质量 
和 等 电 点 分 析 校 止 )、 蛋 白质 相对 表达 让 度 (点 的 灰 度 秆 )。 需 要 说 明 的 是 ， 由 于 
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C= x100 (%) 


IEF SDS-PAGE 


图 4-2 二 维 电泳 示意 图 


97kDa 
$ 
14kDa 


图 4-3 ATRA 诱导 HL-60 4AA 30 85 0] EI — See e TK 
ICE xsE 
100 ug HL-60 全 细胞 裂解 蛋白 ， 利 用 分 析 型 二 维 电泳 ， 在 pH3 — 10 的 范围 内 进 
TIS HR CEU. 14% 聚 丙烯 栈 胶 九 胶 著 度 进行 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 汶 ， 银 染 的 凝 胶 
经 图 像 分 析 。 


在 电泳 过 程 中 涉及 到 亚 基 内 或 亚 基 间 二 硫 键 的 还 原 和 烷 基 化 处 理 ， 亦 即 高 级 结构 
的 去 除 ， 因 此 ， 通 过 二 维 电泳 分 离 所 得 到 的 实质 上 是 构成 蛋白 质 的 各 个 亚 基 ， 而 
7-7 


非 完整 的 功能 蛋白 质 。 
第 二 节 一 维 等 电 聚 焦 电 泳 


重 晶 质 是 由 20 种 不 同 氨基 琶 扩 不 癌 比例 通过 上 肘 键 的 连接 构成 的 。 由 十 构成 
和 蛋白质 的 一 些 氮 基 酸 侧 链 在 一 定 的 pH 值 的 溶液 中 晨 可 解 离 的 ， 从 而 可 带 有 一 定 
HEH. MARTE ERAS BARA RE IE, HREM + 
APMP RRS, BERERE, RRA ARR A, MIR 
性 令 基 瞬 精 氨 酸 、 赖 氨 酸 的 氨基 和 组 氨 酸 的 号 唑 基 在 酸性 条 件 下 则 结合 质子 而 带 
正 电 ， 碱 性 条 件 下 ， 这 些 质 子 解 高 ， 残 大 中 中 性 。 构 成 蛋白 质 的 所 有 氨基 酸 残 基 
上 所 带 正 负 电荷 的 总 和 便 是 渍 白质 所 带 的 静电 荷 。 在 低 pH 条 件 下 ， 蛋 白质 的 殉 
EDE; MER pH% T, APERET. TEE- pH ABR, BA 
质 的 静电 荷 为 等， 则 此 pH 值 即 为 该 蛋白 质 的 等 电 点 Do Bro IL CETUR 
着 不 同 的 氨基 酸 组 成 ， 所 以 蛋白 质 的 等 电 点 取决 于 其 氨基 酸 组 成 ， 基 一 个 物理 化 
学 常数 。 不 同 蛋 白质 的 等 电 点 分 布 范围 很 宽 ， 如 某 种 糖 蛋 白 的 等 电 点 值 可 低 至 
1.8， 而 溶菌 酶 的 等 电 点 值 可 高 达 11.7。 把 蛋白 质 加 入 到 含有 pH 梯度 的 载体 时 ， 
RE ARE RH pH 值 与 其 等 电 点 不 符 ， 则 该 蛋白 质 会 带 一 定量 的 正 电荷 或 
负电 荷 。 在 高 于 其 等 电 点 的 位 置 时 ， 蛋 白质 带 负 电 ， 反 之 带 正 电 。 此 时 ， 如 果 外 
加 一 个 强 电场 ， 蛋 日 分 子 会 在 电场 作用 下 分 别 向 正极 或 负极 漂移 ， 当 达到 其 等 电 
点 位 置 时 ， 和 蛋白 不 带电 ， 就 不 再 漂移 ， 这 就 是 等 电 肾 焦 电 访 的 基本 原理 。 


一 、IEF REHE 


AED EIE, S XH SRR RA RR PR PER, Eb 
场 的 该 介质 中 ， 连 续 排 列 着 从 正极 到 负极 pl ERATE a Ar AR Oh rE h 
(synthetic carrier ampholyte，SCA)。 载 体 两 性 电解 质 是 一 些 可 溶性 的 两 性 小 分 
F. ENEH pl 附近 有 很 高 的 缓冲 能 力 。 当 电压 加 在 载体 黄 性 电解 质 混合 物 间 
时 ， 最 高 play ( 带 最 名 正 电荷 ) 移 向 负极 ， 最 低 pI 值 CRS HA) 
的 分 子 移 向 正极 ， 此 余 分 子 将 根据 其 pI 值 在 两 个 极 值 之 间 分 散 ， 从 而 形成 一 个 
连续 的 pH 梯 产 。 根 据 等 电 聚 焦 的 基本 原理 ， 当 和 蛋白 混合 物 加 入 到 固 相 介 质 中 并 
处 于 外 加 电场 下 ， 各 个 蛋白 策 将 在 迁移 宇 与 其 等 电 点 相同 的 pH 位 置 时 停止 移 
动 ， 一 旦 偏离 该 位 置 ， 该 蛋白 质 将 带 与 其 偏离 方向 相同 的 电 菏 ， 因 而 向 另 外 一 个 
方向 移动 ， 直 至 达到 动态 平衡 ， 从 而 实现 根据 等 电 点 不 同 而 在 电荷 方向 的 分 离 。 
载体 两 性 电解 质 的 引入 是 等 电 聚焦 技术 的 一 大 突破 ， 但 该 技术 仍然 存在 以 下 几 点 
ik BG 

1) HT SCA 是 通过 复杂 的 合成 过 程 得 到 的 ， 其 重复 性 很 难 控制 ， 由 此 不 同 
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制备 批 次 之 间 会 存在 相当 大 的 变化 ， 从 而 使 一 向 分 离 时 ， 同 一 蛋白 质 在 
不 同 批 次 等 电 聚 焦 中 所 出 现 的 位 置 有 所 偏差 。 这 样 就 限制 了 2-DE 分 离 的 
重复 性 。 
2) SCA 分 子 相 对 较 小 ， 难 以 在 IEF RAEE, Æ IEF 这 程 中 由 水 合 正 离子 
引起 的 出 洪流 (eleetroendosmosis) 将 致使 以 有 分 子 辣 负极 迁移 (负极 站 
移 )， 结 果 会 使 pH 值 不 稳定 性 增加 。 当 利用 管状 IEF RI, RA 
A RATE A, SM EA, RES RRR 
S Rabe eee, SE AGT TES. 

3) 由 于 负极 省 移 作 用 对 碱 性 区 蛋白 质 的 影响 尤其 严重 ， 结 果 常 会 导致 碱 性 
RAE ERE f E E. SP PCIE DX ERE P ay RK. 

4) 8 —IK HE SCA BEE A FE DL Far d M FERREIS UBL SEES, 
BEREE ONDE, [Gp RES ee HE A AE. 

由 OO’ Farrell 所 推出 的 非 平衡 pH BRIE IR EK (non-equilibrium pH gradient elec- 
trophoresis，NEPHGE)， 在 快速 形成 的 pH 梯度 中 根据 蛋白 质 移 动能 力 进 行 分 离 ， 
该 法 可 以 用 来 分 离 碱 性 蛋 和 白质， 但 在 结果 的 重 现 性 上 ， 仍 然 没 有 很 好 的 解决 。 
真正 的 一 向 等 电 事 焦 技术 的 罕 破 要 归功 于 在 Immobilines 试剂 《Amersham Phar- 
` macia Biotech, APB) 的 基础 上 开发 的 曾 相 pH HÆ (immobilized pH gradient, 
IPG) #2), Immobilines EWA CHs 一 CH 一 CO 一 NH 一 R 结构 的 8 种 丙烯 酰 
腔 入 生物 系列 ， 共 中 R Wawa, Cia P 4p nik pH3 一 10 范围 
不 同 值 的 缓冲 体系 。 根 据 一 定 的 配方 计算 后 ， 将 适宜 的 IPG 试剂 添加 至 混合 物 
HATRRRG. (EX Grp, RHEL RS 2 RARE 
中 ， 形 成 pH BE. AT PREAH, IPGRE-BBNKHRLRA, AME 
A BA EHE, FETA 3mm ATR, RAT - 20°C & 
用 。 与 传统 载体 两 性 电解 质 预制 胶 相 比 ，IPG 腕 具有 机 械 性 能 好 、 重 现 性 好 、 易 
处 理 、 上 样 量 大 的 特点 ， 而 且 避 免 了 电 淆 透 作用 ， 因 而 可 以 进行 特别 稳定 的 EF 
分 离 ， 达 到 真正 的 平衡 状态 。 由 于 Immobilines 可 以 随意 调配 ， 这 样 就 可 以 控制 
生产 不 同 pH 分 离 范 围 的 干 腕 条 。 如 宽 范 围 腕 条 有 pH3~10, pH3~12, BH 
KAA pH4—7. pH6~11, pH5—8 等 ， 甚 至 可 以 限定 到 一 个 pH 单位 ， 可 以 根 
据 样 品 的 分 布 范围 来 选择 胶 条 pH 值 范 围 。Arnersharm Pharmacia Biotech 公司 和 
Bio-Rad 公司 都 有 大 其 不 同 pH 范围 前 商 业 化 胶 条 可 供 选择 CLE 4-2)。 此 外 根 
据 需 求 ， 还 可 以 选择 不 同 长 度 的 IPG BEAR, d APB 公司 目前 就 有 7 om, 11 cm, 
13cm, 18cm, 24 cm 五 种 长 度 的 胺 条 可 殿 选 择 。 专 门 配合 IPG 胶 的 等 电 聚 焦 设 
备 已 商品 化 ， 如 APB 公司 的 IPGphor KERF, Bio-Rad 公司 的 PROTEAN IEF 
{图 4-4)， 其 编程 自动 化 及 高 至 8000V 或 10 000V 的 电压 使 得 IEF 在 一 个 晚上 即 
可 完成 ， 大 大 缩短 了 2-DE HERR. OA EB] IPG 技术 在 2-DE 应 用 中 过 到 很 多 
间 题 ， 但 它们 被 逐渐 克服 "121 并 使 得 IPG IEF 成 为 目前 大 和 多数 2-DE 分 离 首选 
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的 方法 。 这 种 2-DE 系统 也 被 称 为 IPG-DALT 系统 ， 本 章 所 讨论 的 二 维 电泳 流程 
也 是 按 此 系统 来 阐述 。 


表 4-2 BB) OAS IPG TR 


公司 Amersham Bioscience Bio-Rad 
BRAKE (cm) 7. 11, 13, 18, 24 7, 11, 17 
pH 范围 3.5—4.5, 4.0—5.0, 4.5—5.5, 5.0~6.0 3—6 
5.5~6.7, 6—9, 3—7 NL, 3—10, 3~10 NL 5-8 
4~7 7~10 
(BEAR EC AEA 18 cm 或 24 cm) 3~10 


图 4-4 FEREN 
A.APB 公 司 IPGphor。 可 以 同时 运行 12 根 胶 条 , 自动 控制 , 自动 准 
却 ,电压 可 升 至 8000V, 可 设 定 九 个 不 同 程序 。B. Bio-Rad 公司 PRO. 
TEAN IEF。 可 以 同时 运行 12 根 胶 条 ,电压 可 升 至 10 000V。 
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虽然 前 面 的 章节 已 经 详细 讲解 了 了 关于 样品 制备 的 各 个 方面 及 应 注意 事项 ， 在 
谈 到 加 样 前 还 是 首先 要 强调 一 下 样品 制备 。 困 为 对 于 … 个 邯 练 的 二 维 电 泳 操作 人 
员 来 说 ， 从 加 样 的 那 一 刻 起 ， 基 本 上 已 决定 了 这 一 周期 2-DE 实验 的 铺 果 成 功 与 
否 。 特 别 基 对 较为 特殊 的 样品 ， 如 亚 细 胞 器 裂解 液 、 膜 蛋白 提取 物 等 ， 必 要 时 需 
采用 特殊 助 深 试 剂 或 三 步 握 取 等 制备 方法 (参考 第 三 章 )。 针 对 不 同 组 织 、 细 胞 、 
AR. HMR EWAN AHR STK, BARAT (粉碎) -三 
ALE AMULE- REA, A RRR. OE {血清 ) B meu NE 
Aik CRE., AE, RP RE Ad i BK ASE, A ie 
{如 7 cm 的 IPG RER) KGB, ALAA, MRE EH OE, 

MRA GS, RAE. ARTE pH3.5 — 10 的 IPG 梯度 。 但 对 大 多 数 样 
Wu. DAMS pH4 ~-7 区 域 的 分 辩 率 ， 许 多 蛋白质 的 pl AGARKI. HA 
非 线性 pH3.5—10 IPG IEF 胶 在 一 定 程度 上 缓解 了 这 个 问题 131。pH3.5 - 10 dE 
线性 胶 条 在 pH4 ~7 区 域 的 梯度 要 比 pH7 一 10 更 为 平坦 ， 保 证 在 大 部 分 碱 性 重 白 
质 都 能 得 到 分 辨 的 前 握 下 ，p5H4 一 7 了 区域 能 得 到 更 好 的 分 离 。 但 用 pI 于 ~7 的 
IPG IEF 胺 则 能 在 该 范围 得 到 更 好 的 分 离 效 果 {图 4-5)。 币 入 使 用 守 范 者 TPG HE 
的 另 一 个 优点 是 可 以 吉大 上 样 量 ， 这 样 可 以 观察 到 更 多 的 伺 白 质点 。 这 些 pH 范 
FE 3& E BL CL ERE Nf E (Amersham Pharmacia Biotech, Bio-Rad). 3c45 3k § fr] 
pH4 —9 的 IPG Ez t 8E 38 Sz 5€ EL VF EAR Je] PRE iR LC RC URL IUS BRE GR 
IPG Ri 5j BEER E FF Be Be A HE3EZE, TE Multiphor 和 IPGphor 系统 都 工作 良好 ， 
均 适 用 于 分 析 胶 (EER 50~100 ng) 或 微量 制备 胶 (LAIKA mg)o MEN 
案 有 了 两 种 ， 一 种 是 IPG 腕 重 泡 胀 后 ， 利 用 加 样 杯 ， 边 运行 等 电 聚 焦 ， 边 上 样 ， 
利用 如 样 标 上 样 的 好 处 在 十 如 样 量 可 以 提高 很 多 ， 由 于 加 样 杯 直接 和 胶 面 接触 ， 
使 得 分 子 质 其 大 和 于 100000Da 的 重 白质 可 以 有 效 的 进入 IPG 胶 条 ; 另 一 种 方案 是 
将 样品 与 重 泡 胀 液 混合 ， 在 IPG RAKAA A RBARA, RGR 
压 ， 该 方法 被 称 为 胶 册 光 胀 法 ， 其 优点 是 泡 胀 和 等 电 聚 焦 整 合 为 -一 个 程序 即 可 完 
成 ， 提 高 了 I- 作 效率 ， 保 证 了 重复 性 ， 这 是 目前 常用 的 加 样 方法 。 样 品 道 常 是 与 
TEAK AK Ga UE PE AY (strip holder) 的 电极 内 出 ， 然 后 选择 所 需 pH 范围 
的 胶 条 放 于 持 胶 槽 中 ， 将 样品 溶 湾 从 正极 到 负 级 均匀 铺展 。 对 不 同类 型 的 样品 ， 
最 好 的 加 样 位 园 由 经 验 值 确定 ， 通 常情 况 下 加 在 正极 端 。 常 用 的 重 泡 胀 液 成 分 为 
8 mol/L 尿素 的 溶液 〈 或 2 mol/L HRA 7 mol/L RR), HAR} H 2% FEBS 
EW (NP-40, Triton X-100) XX WE TESTS 3 -[(3 -BERRA -TZARENA 
SEES -[C- cholamidopropyl) ~ dimethylammonio] - 1 — propane sulphonate, CHAPS), 
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图 4-5 胎 肝 组 织 提 取 物 不 同 pH 范围 
IPG-DALT 二 维 电泳 分 离 图 谱 
A. 一 维 : IPG3—10 非 线性 〈 预 制 胶 )。 分 离 距 离 18 cm。 胶 内 泡 胀 法 上 
FÉ (200 ug)。 二 维 : 垂直 SDS-PAGE (13%T， 连 续 )。 银 染 。B. 一 
HE. IPG4—7 (预制 胶 )。 分 离 距离 18 cm。 胶 内 泡 胀 法 上 样 (1000 pg). 
二 维 ; SÉÉD SDS-PAGE (129 T, Æ). BR. 


15 mmol/L DTT fil 0.596 3& HGH pH 值 的 IPG 缓冲 液 (IPG buffer), HFRE 

RES, TÉdh OU RAP KHER UI BE SPUR XE A dh, BRAK 

IEF 时 样品 的 顺利 迁移 ， 因 此 要 在 加 样 后 的 胶 条 上 覆盖 一 层 惰 性 矿物 油 ， 可 以 阻 
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正 水 分 挥发 ， 问 时 也 保护 样品 以 避 锡 高压 EF DEEP LEA. BK 
通常 不 加 电压 ， 一 般 要 持续 10 ~~12 h， 但 也 有 研究 发 现在 重 泡 胀 过 程 中 加 30V 
MBE, STAGE ER, FRE RRA OR ie, WR BS 
观察 一 个 重 白质 表达 全 谱 ， 可 以 用 银 染 做 分 析 胶 ， 这 时 对 于 18 cm 的 IPG ER, 
上 上 样 基 在 100—150 pg 为 窗 。 而 如 上 凡是 要 进行 考 汝 斯 之 蓝 染 色 或 质谱 分 析 、 转 腊 
分 析 ， 此 时 的 制备 胺 上 样 晤 可 以 从 500 pg BIL SE EL 
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重 泡 胀 完成 后 ， 可 以 加 电压 并 始 [EF。 由 于 腔 条 所 能 承受 的 电流 有 限 ， 因 此 
要 避免 电流 过 大 ， 一 般 在 IEF 过 程 中 限 流 为 50 pA. ROT RA PRE 
高 ， 电 乐 应 限制 十 200V. 30 min, RIBS 500 优 运 行 1 hp， 并 逐渐 增加 
BEF 1000V, Erf RH: 8000V 并 恒定 运行 若干 小 时 。 运 行 时 间 决 定 于 几 个 
不 同 的 因素 ， 包 括 样 船 类型、 蛋 昌 上 样 址 、IPG 胶 条 长 麻 及 所 用 pH 梯度 。 理 论 
上 讲 ， 获 得 最 好 的 图 谱 质 量 和 重复 性 所 需 最 佳 时 间 是 IEF 分 离 达 到 稳定 态 所 需 
的 时 间 10435]。 若 聚焦 时 间 太 短 ， 会 导致 水 平和 垂直 条 纹 ， 但 要 避免 过 度 聚 焦 。 
虽然 与 经 典 O'Farrell 法 相 比 ， 不 会 导致 重 睛 质 向 负极 的 迁移 《负极 注 移 )， 但 却 
会 因为 活性 水 转运 而 导致 过 名 水 在 IPG RRB Bi ( 电 滩 )， 会 造成 蛋白 疼 谱 变 
É, ERR OK PROM REAR, AAR ESS 
i, IEF 应 当 在 200 运行 ， 不 同 的 温度 下 在 2-DE 图 谱 中 一 些 蛋 白质 点 的 相对 位 
置 会 发 生变 化 中。 已 经 商品 化 的 仪器 如 APB 公司 的 IPGphor 和 Bio-Rad 公司 的 
PROTEAN IEF 都 能 设 定 程序 自动 完成 这 些 操作 ， 而 且 能 同时 运行 12 根 腕 条 ， 
而 不 像 旱 期 使 用 Multiphor II (APB ARD 水 平 多 用 电泳 仪 时 需要 在 重 泡 胀 后 重 
新 用 加 样 杯 上 样 。 针 对 不 同 pH 范围 的 IPG 胶 条 ， 表 4-3 中 列 出 了 在 使 用 IPG- 
phor 时 一 些 典 型 的 运行 条 件 以 便 参 考 。 整 个 IPG IEF 的 流程 如 图 4-6 所 示 。 
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ERICH 180 mm 
温度 20t 
最 大 电流 EET RR SOLA 
最 大 电压 8000V 
f4pHU IEF 
Baik 4 30V, 12—16h 
初始 化 IEF 4 200V, 1h 
4 500V, 1h 
4 1000V, 1h 
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续 表 


ABER IEF 4 30 min Ae 1000V HE LH E 8000 
$ OY 达到 稳定 态 ， 根 据 所 用 胶 条 pH 间隔 市 定 
1—1.5 f pH 单位 IPGS~6 — 8h 


IPG4—- 5.5 gh 


3 个 pH 单位 . TPG4—7 — 4h 
4 个 pH 单位 PG4~8 4h 
5 一 6 个 pH 单位 p IPG4=9 4h 
Ll rub ER EF 
RR E 30V. 12-— 16h 
JAB EMG IEF AW EY 4) OTE [EF EB] SE TE £T 50% 


Pu. ipa RRO FE 


在 一 向 IPG IEF a, RAW ET oA, HURRAH 
-80C HRULTP ARTE. dE MGR, DAE F EFE, MNase 
步骤 ， 第 一 步 的 平衡 液 成 分 为 50 mmol/L Tris BPH (pH8.8), & 2% W/V 
SDS、20 mmol/L DTT 6 mol/ 由 尿素 和 30% 上 甘油。 平衡 液 的 主要 作用 是 使 一 向 胶 
条 上 的 蛋白 质变 性 、SDS 是 一 种 阴离子 去 污 剂 ， 在 溶液 中 当 SDS BAREAT 
1 mmol/L 时 ， 可 以 和 蛋白 定 民 结合 ， 蛋 白质 与 SDS HH H1:1.4, LRA 
质 所 带 信 电荷 过 斌 ， 而 有 生 与 蛋白 质 相 对 分 于 质量 成 正比 关系 。 在 电场 作用 下 ， 备 
SARK Hh eT AH, ERR RAIA, PEST EA 
质 相 对 分 子 质量 方向 上 的 分 离 。 为 了 让 SDS Umm A. AA 
和 还 原 剂 等 ， 以 汪 除 蛋 和 白 的 高 级 结构 以 及 亚 基 之 间 相互 作用 ， 尿 素 和 甘油 同时 也 
用 于 减缓 电 澄 效应， 否则 会 使 一 向 到 二 商 的 蛋白 质 转移 率 降低 ft。 加 入 还 原 刘 
DTT 是 为 了 在 重 户 质 与 SDS 充分 结合 的 同时 ， 二 硫 键 也 得 到 还 原 。 整 个 第 一 步 
KARIER 15 mins $% TM HE EAA P A 15 min， 只 不 过 此 时 用 
100 mmol/L 8 Z, BERE PITT， 这 一 步 是 用 来 烧 基 化 自由 DIT 和 和 蛋白 质 所 带 
HEARE, TUAK DITZA SDS-PAGE 胶 迁 移 ， 会 产生 点 条 纹 假 像 ， 在 
银 染 后 会 观察 出 来 。 男 外 一 种 可 以 一 步 完 成 平衡 的 方法 是 在 平衡 液 中 用 
5 mmol/L TBP 取代 DTT, TBP 不 带电 荷 ， 在 SDS-PAGE DEB BIER! ¥ 
衡 后 上 二 向 胺 之 前 ，!1PG 胺 应 沿边 缘 用 滤纸 吸 1 min LER SAE. 
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GHH FERON 


-向 预制 胶 条 、 


图 4-6 


IPG IEF 流程 


IPG 缓冲 液 和 设备 为 APB 公司 产品 


H 编 程 并 运行 


上 样 方法 采用 胶 内 泡 胀 法 。 
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第 三 节 二 维 SDS — RA Fe BAG HER OK 


2-DE 第 二 维 最 常用 的 是 Laemmli! 4b ERA, RRB 
或 含 线性 或 非 线 性 梯度 的 上 凝 胶 ， 其 覆盖 范围 可 以 使 不 周 相对 分 子 质量 大 小 蛋白 质 
得 到 有 效 分 离 。 由 于 IPG REA ERES EERE, ak iE he R a 
O'Farrell 体系 中 较 脆 的 IEF BRAS. Fa, IPG 胶 条 可 直接 加 在 二 向 SDS- 
PAGE 胶 的 表面 ， 其 方式 有 和 涨 直 或 水 平 丙 种。 一 向 胶 和 二 疝 胶 的 接 和 是 影响 电 访 
重复 性 的 一 个 很 重要 国 素 ， 一 定 要 避免 两 者 接触 面 之 间 产 生气 泡 ， 否 则 会 产生 险 
力 ， 使 得 胶 条 中 各 日 无 法 顺利 迁移 芋 二 向 ， 从 而 产生 点 的 扭曲 现象 。 在 熏 直 胶 
中 ， 为 避免 二 向 电泳 时 胺 条 在 电极 液 中 称 位 ， 需 用 0.5% 的 琼脂 糖 电 极 绥 冲 液 溶 
液 封 腕 ， 二 向 电泳 的 电泳 缓冲 液 为 Tris-Gjycine-SDS 系统 (500ml, 5x, 7.5g 
Tris, 2.5g SDS, 36g Glycine), FRAT BSR ARERR A, S 
RER IPO REAR ARSE PRA. ASU RRR, 
BE oe Et BET | A Cid. 

ACE SDS-PAGE 可 利用 预制 胶 (ExcelGel, Amersham Pharmacia Biotech} 或 
依据 Gorg EUO cdi ve 5 3 BB E HE TE GelBond PAGfilm (Amersham Pharmacia 
Biotech) 膜 上 自制 平板 胶 运 行 。 必 须要 用 了 为 56% 的 浓缩 胶 ， 然 后 是 均一 【如 
12%》 或 稀 度 (如 1296 — 15%) 分 离 胶 ， 该 方法 在 Gorg 等 011 中 有 详细 描述 。 
水 平 二 同系 统 的 优点 是 内 胶 附着 在 塑料 支持 膜 上 ， 在 桨 色 过 程 中 可 以 防止 凝 腕 大 
小 发 生变 化 。 而 且 由 于 水 平 胶 厚度 较 小 (一 般 在 0.5 mm, W3EE BE Immsk 
1.5 mmy， 因 而 可 以 施加 较 高 电压 ， 减 短 运 行 时 间 ， 减 少 蛋 白质 扩散 ， 使 得 水 平 
胶 分 离 蛋 白质 点 的 边缘 蓝 比 垂直 胶 清 晰 。 此 外 ， 如 果 是 自制 水 平 凝 胶 ， 由 于 水 平 
RCA IN aR Et RAGE, GK ER SEARLE, ERR AHS, Wa 
小 ， 蛋 白质 点 药 分 布 变形 程度 小 。 图 4-7 (A) X APB 公司 Multiphor I1 可 支持 
水 平 膀 运 行 的 多 用 电 该 仪 。 

大 规模 蛋白 质 组 分 析 通 常 舌 要 成 批 二 向 SDS-PAGE 同时 运行 以 获得 最 好 的 
图 谱 重 复 性 。 而 水 伴 电 泳 则 不 能 同时 跑 两 块 较 大 的 峰 胶 ， 竺 直 二 向 SDS-PAGE 
则 具有 这 方面 的 优点 ， 垂 直 电 读 仅 如 APB 公司 的 Ettan Dalt II [E] 4-7 (B)J, "f 
以 同时 运行 12 块 二 向 腕 。 与 水 平 胶 相 比 ， 垂 直 胶 具有 操作 简单 、 上 样 量 大 、 重 
复 性 好 等 优点 。 在 垂直 电 读 系统 中 不 需要 法 纵 胶 ， 因 为 在 IPG 胶 条 中 重 白质 区 
已 得 到 浓缩 0 。 Bt Etman 系列 外 ， 堵 块 胶 垂直 二 维 SDS-PAGE 还 有 Investigator 
(Genomic Solutions) 以 及 Protean Il xi (Bio-Rad) [[8 4-7 (C)] 等 都 可 以 满足 大 
规模 蛋 晶 质 组 分 析 的 需求 。 其 中 我 们 所 使 用 的 Protean IE xi (20cm X 20cm). 的 运 
行 条 件 分 两 个 步骤 ， 第 … 步 每 块 胶 限 流 20 mA 运行 40 min， 此 时 IPG REA 
和 白质 应 进入 二 维 胶 ， 第 二 步 为 每 块 腔 限 流 30 mA， 运 行 至 省 酚 蓝 前 沿 到 达 二 维 胶 
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图 4-7. 几 种 常用 电泳 仪 及 其 附件 
A. APB 公司 水 平 电 泳 仪 Multiphor I RRM. WA A EPS 3501 XL 电源 ，Multiphor 
TK aK AIC, Jae Multi Temp IERA., B. APB 公司 垂直 电泳 仪 Ettan Dah II RE 
附件 。 从 左 至 右 依 次 为 灌 胶 模具 、 电 泳 槽 、 电 源 、 玻 璃 支撑 架 。C.Bio-Rad 公司 垂直 电泳 仪 
Protean [| xi Cell WW, ARARA EE, 


底部 大 约 需要 5 h， 下 一 步 的 工作 是 凝 胺 的 显 色 。 
Soy KLE A Hew 


用 于 二 维 电泳 分 离 蛋白 质 常规 检测 和 定量 的 普遍 方法 是 考 马 斯 亮 蓝 染色 和 银 
染 [2?]， 但 测序 技术 和 质谱 灵敏 度 的 提高 ， 尤 其 是 最 新 的 Q-TOF 类 液 相 色谱 串联 
质谱 技术 的 发 展 ， 大 大 提高 了 质谱 鉴定 的 灵敏 度 ， 从 而 使 蛋白 质 显 色 的 地 位 从 简 
单 的 蛋白 质点 呈现 转换 为 集成 化 的 蛋白 质 微 量化 学 表征 过 程 中 的 关键 步骤 。 随 着 
高 灵敏 度 蛋 白质 分 析 方 法 和 电泳 后 鉴定 技术 的 结合 ， 考 马 斯 亮 蓝 染色 和 银 染 用 于 
蛋白 质 组 研究 的 局 限 性 日 益 暴 露出 来 。 新 的 染色 技术 如 荧光 标记 、 同 位 素 标记 技 
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RERE TRH, CSA sMEBTEELE EET e UIEE ERdHÓE S, Wt fe 
术 向 高 灵敏 度 和 自动 化 方向 发 展 。 由 于 不 问 染 色 方 法 对 设备 和 仪器 要 求 不 同 ， 在 
实验 中 要 综合 考虑 各 种 因素 ， 以 选择 最 住 方案 。 表 4.4 给 出 了 各 种 不 同类 型 染色 
方法 的 灵敏 座 、 对 软 硬 件 的 要 求 、 质 谱 兼 容 性 等 性 能 指标 。 


表 4-4 不 同 染色 方法 的 性 能 一 鉴 表 
活 细 胞 线性 ”与 质谱 RAO ARERR H 


REGE SEE 应 用 范围 兼容 性 耗费 系统 及 其 他 ) 
SOP RRH 100 ng no 3 ++ + _ 
DES 15 ng no 3 tc * * 
D 200 pe no 7 + + + 
ERE 400 pg no 104 +++ 十 十 十 十 十 上 十 十 
荣光 标记 250 pg nO 10* ++ +++ 十 十 十 十 
mime U.2 pg yes 105 +++ +++ 十 主干 二 
FRE up prin <1 pe yes ? ++ + + 十 十 十 十 


—. S32 (Commassie blue) 染色 


自从 传统 考 妆 技术 和 甲醇 /醋酸 水 溶液 结 台 用 于 PAGE RREZES, SU 
党 试 了 600 种 关上 PAGE Re e e C p X FERT ERE RR? #9 
NIRE EGER RT DL EGIT 30 ~ 100 ng RAM, dE o REOHE xe CT RRR 
gy), SRM Up REG IDE, PMA, PRE, ACHE, 
染色 后 的 背 最 及 对 比 度 良 好 ， 与 下 游 的 得 白质 鉴定 方法 兼容 。 在 样品 蔓 允 许 的 博 
况 下 ， 考 染 是 一 个 比较 好 的 选择 。 这 儿 列 出 一 个 根据 文献 修改 后 的 考 染 程序 [2] 
1) AE: 50% 乙醇 /110% 冰 醚 酸 的 水 溶液 ， 至 少 30 min, Hf; 
2) 染色 ， 染 位 液 为 45% 甲 醇 /:10% 冰 醋酸 /0.25% 考 马 斯 之 些 G250 溶液 过 
ATG, BRERA RES 2 h; 
3) 脱色 : BUR MOREA (25% 乙醇 /8% UK BE ERCK IRR) 直至 背景 脱 净 。 
为 了 加 快 上 脱色 ， 可 略 扣 温度 ; 
4) 保存 : 脱色 后 凝 胺 经 水 洗 后 扫描 备份 ， 用 保鲜 腊 包 克 即 可 ， 通 常 在 一 个 
月 内 均 可 进行 质谱 鉴定 ， 若 沉 保 存 时 间 长 ， 可 先 把 需 鉴定 蛋白 质点 切 下 
进一步 赔 色 后 于 一 80 CT RPE. 
PAGER G250 胶体 考 马 斯 亮 蓝 染 色 后 可 以 获得 无 背景 或 很 低 的 背 
景 [ 纺 #1]， 估 计 其 妇 色 机 制 是 因为 在 胺 体 染料 和 溶液 中 的 自由 扩散 染料 问 形成 平 
括 ， 溶 液 的 少 革 哲 由 染料 穿 透 谣 耽 基质， 有 选择 性 地 对 蛋白 质 染色， 而 胺 体态 的 
ege 


FP HE de BEP. HIE F ff RAE LHR Ga AH TY AE d Er E PLURCS WR E 
8 一 10 ng! E E E RUOTE EFE SURE = RR PET, RR 
VA FR BESN NE, MIRE MUERE TEE HE, Hae LÁ RUBER CL EROS S PNE 
dX 65, 9 ELM GIU SCR XO E OU iE HT P RP E CER EE EPI, ORE RE GE UT 
SR HE SiC ARE, FL TE SP TAK EP UA IE RSE FPE TR. BER 
Te dS e WER A Rete, ZSSTDEEKIUEO4—48h. ARH TR 
法 的 应 用 。 


二 、 ip 


Bilt eae ruat ers SIE AS ORR, RUE 
为 100 ng, teint, XJ 10 kDa BERR, dr oe be | C PT E 10 pmol, 
这 显然 与 生物 质谱 的 高 灵敏 度 特 性 不 相 匹 号， 而 且 表 达 丰 度 低 的 量 白质 ， 用 考 染 
难以 显 色 。 银 染 蚌 非 放射 福 染 色 方法 中 灵敏 度 最 高 的 ， 其 灵敏 度 可 达 200 pg, Hi 
于 银 染 成 本 较 低 ， 杰 日 前 伟 然 是 差异 蛋白 质 组 分 析 中 最 常用 的 显 色 方法 ， 但 由 十 
HRHP PEKERE, ERA A HE EE, ASRS 
AD SRS At AR EET a oT, RU Le, RET Se RARE 
用 于 下 游 鉴定 。 由 -于 银 染 和 考 染 的 特异 性 并 不 相同 ， 使 得 这 两 种 不 同 的 方法 所 得 
到 的 二 维 电 哑 鲜 谱 林 比 性 不 好 ， 这 样 不 利于 鱼 白 质 组 研究 的 高 通 其 筛选。 改进 银 
染 方 法 ， 使 之 适 上 上 尽 内 酶 切 太 质谱 鉴定 ， 已 成 为 蛋 身 质 组 研究 的 迫切 要 求 。 

经 典 银 染 方 法 是 将 GE BROKER a ERAT eh, dmi ABRIR 
E, NIE AgNO, HTH, HOS Ag AA, e AE RHA Ag HF 
Beppe, AMDA E, WERARH DC NIB ES UE RIPE HARES Ag' 
的 相互 作用 ， 使 这 些 位 置 的 Ag RRR X. MOS TERRES EE, FIRE 
结合 在 蛋白 带 上 的 Ag MANS RE, RRMA SL, REY 
又 产生 自 仙 化 反应 ， 提 高 银 染 反应 灵敏 度 ， 使 束 种 点 灵 示 棕 黄 色 或 棕 黑 色 。 已 报 
道 的 有 多 于 100 HRA, AS 中 列 册 了 带 见 的 儿 种 方法 ， 这 些 不 同方 法 
的 存在 也 说 明 ， 没 有 -种 方法 是 完美 的 。 银 染 分 酸性 【AgNO: 染色 ) 和 碱 性 
(Amit) 两 种 。 了 酸性 染色 背景 浅 ， 容 易 控制 ， 所 以 下 的 较 多 ， 方 法 也 多 种 多 样 ， 
MORTEN EM T ROEA, HERR, 难以 控制 ， ft. SAE RK RE Pe aE fy 
Tj, dn ORE OE CAE, RASH RP, CBA 
WAGE (GS, fip TERES ^g — In EE RT A ey SEDE E SL REGE. RO 
PRENAR SE ETE RI BC SHE, HER Re, REA 
HUEY BO DA fe d ED M. Us BK Ee ROME BRIO Du f PR AE OR RE Re ee OY BE PE, 
Shevchenko? YAAR, dE -向 SDS-PAGE "P ffi 1.6 ug (25 [mol) BSA Si 
色 ， 并 在 不 脱色 的 情况 下 实现 对 Sng BSA JH fy BE ROU Al MALDI-TOF-MS 
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EEES (ugs VLC gaws [wo] PERA | om gy aeoe) qx 
° ‘Tu SZI dali : OHEC-7"N- VICIS 
waz xq Xp Xii 
| T zoe 
TU sod $'0IBd mio (95 $*O SN p so'o 
Sid MLE ma gz | S200 Xil LE Süd e ce qu SFT wm g~z] (9o E) Si Ba 
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E CZ | Testo ， 
mu QI | | COLOSIB ar fu OF (X _ UO C20 s 
™ pz . . | emn oe ， . ， unu OZ w Sz dd 
(CS CONV Qu OT ums Oz P («66 2)UO0NBV w oc UES DFONÜV 
(958 TONY (95S TT 
vw gE] ORA um € xz Xd mu tx? XEY IE OZ x£ XX Un exE NOE Peke 
8 et OL VPN fT AWN 
SYN, 35270 Tur QE qu OL 
"(NDPIPHSCST^O CNSYPOSSEN | u i (96 c) OSN 
wez uz TUSCS-D "P [ (A I(99)«)5N| UU T |m [(359)509SPeN| | Uma Og ‘579° D X ur 
+ (%S}OS2N (0S) I — 2 (9,05) — Xi 
"TU gi TZ 4 | 'TU CZ 赤字 
UEODO FEX | "oi WEE dma oz xe $87 405 E 
unu oi mu Sz dh _{ amt ot TU SZI 事由 
cr 
E T mug | SIE | yie i MA mag | "SH " 
V STI i T STI jd ph T: STI 更 由 I" 001 BZ 
[e] $H ue [alba fet | iei in HEFL lal fü Me "P 
S t € 


Xét Wake ONIY Serik 


PMF 鉴定 ， 达 到 3696 Bp RES, AAR AOR KK. GharahdaghiU?! 43} 
上 文 的 实验 方法 如 以 改进 KARR RMA (NaQS0.) 利 铁 氰 化 钊 
[KsFe (CN)5] 脱 色 。KsFe (CN), 在 碱 性 环境 中 具有 和 氧化 性 ， 可 在 NazSz0s 溶液 
中 将 金属 银 氧化 为 银 离子 并 形成 亚 铁 氰 化 银 ，MNazSDas 可 以 与 亚 铁 握 化 银 结合 

成 水 溶性 复合 物 ， 从 而 去 除 蛋 白质 点 上 的 银 烷 子 。 将 二 者 的 贮备 滚 在 临 用 前 混 
A. GLH RARPRWEH, RBI 2~3 min, "Uf BUB UBER II RHEE 
BI. HU eA RE, MeSH T hte m 63 A ee. 
而 Y an 1 9] 3 s He ic Be a, HERE TASA, 
目前 银 染 方法 改进 的 焦点 集中 在 对 银 染 这 程 中 醛 类 的 取舍 问题 。 我 们 对 50 ng 免 
BEM (OME b 标准 蛋白 在 寡 和 无 戊 二 醋 的 条 件 下 银 染 条 带 的 结果 进行 胺 内 酶 切 和 上 及 
RRB ee, CRIM ERR OBE HERERO, ECE 
库 检 索 也 获得 了 戎 确 的 结果 (图 4-8)。 目 前 多 数 文 献 中 的 蛋白 质点 的 鉴定 已 开 
始 采 用 银 染 腔 内 酶 切 质 谱 鉴 定 ， 方 法 基本 建立 在 Shevehenko 和 Gharahdaghi 等 的 
研究 基础 上 。 


2500 riz 


Pl4-8 SFR b RR Bier PH id 
A. ERE SRO. B. ERE YE. LH 50 ng. 


=, AR 


PESRALRFEN-TRAERECR TSR ARAM EH, RRR 
THEE, RARER, DORODSERIOHCOR ARRRERS, MGE 
质 产量 ， 使 得 用 于 随 后 微 基 化 学 表征 的 样品 量 更 少 了 。 负 染 的 开发 则 是 专门 为 了 
提高 PAGE Jt E: VA ERU e ca, de HERO DOR A REY | ép coup 0200 Sg 
其 灵敏 度 稍 高 于 考 染 ， 可 达到 50ng UF. fARGRILCRGEREBAIN aE RNA 
景 ， 其 中 和 蛋白质 以 透明 的 形式 被 检测 出 来 。 凝 胶 显 示 黑 色 背 景 或 相应 的 底 色 [3 省。 
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WARK, fU 5-15 min 即 可 完成 ， 蛋 白质 的 生物 学 活性 可 以 得 到 保持 。 
一 旦 用 络 合剂 如 EDTA 或 Tris/ 甘 氨 酸 转移 缓冲 滞 乡 合金 属 离子 ， 就 可 进行 提取 
RRBE UES), CORE FRAR EE. BPR LR Re 
谱 分 析 !351。 


四 、 荧 光 染 色 


由 于 考 染 、 久 染 技术 灵敏 座 不 能 ， 而 洪 染 的 线性 很 差 ， 在 滞 犁 属 组 研究 特别 
是 比较 蛋白 质 组 学 研究 中 的 应 用 有 限 。 笑 光 试 剂 显 色 对 蛋 晶 质 万 辐 定 作 几 ， 与 质 
MRA, duilobü gm ORO, HRA Be ree, di EGER 
Bj, HE HERR PK OP ES ELLE] DECEM IE a EA, FIAT 
XORLBESE ARRAN SEES, TOA ESO I SE m UT AR n AES E CB. 
APP £i A888 Gr Y) BERT BT Rs 

最 近 比 较 新 的 应 用 足利 用 丙 基 Cy3 和 申 基 Cys PH OB Sp XE BST P [8] AE 
白质 样品 进行 莹 光标 记 ， 并 在 一 所 2D Ltr, OY ES R 
发 波长 不 同 ， 这 样 在 同一 鼎 胺 上 可 以 由 两 个 波长 范围 进行 扫描 ， 得 芭 的 虑 个 图 像 
经 软件 匹配 即 可 很 方便 地 找到 两 个 样 晨 的 差异 5571。 由 于 是 在 问 .: 块 胶 上 运行 ， 
完全 避免 记 验 因素 对 重复 性 的 影响 。 上述 方法 的 缺点 包括 禹 要 对 张 站 质 进行 其 价 
收 饰 、 改 变 了 标记 尝 魏 硬 的 移动 性 能 和 出 于 荣光 探 计 光 猴 淡 作用 所 引起 的 快速 衰 
碱 。 蛋 白 与 蛋 基 之 问 由 于 串 被 荧光 团 收 饰 的 功能 基 财 数 日 木 启 而 使 得 台 敏 度 变化 
很 大 ， 荧 光 团 的 加 入 同时 会 降低 蛋白 质 溶 解 性 能 071。 可 以 通过 标记 样品 中 一 小 
部 分 功能 基 团 来 补偿 ， 但 标记 蛋白 质 与 未 标记 量 白 质 之 间 轻 微 的 相对 分 子 质 起 差 
异 可 能 会 导致 分 讽 后 重 月 质 的 Edman 降 解 和 质谱 鉴定 出 现 偏差 。 此 外 ， 在 运行 
2-DE 或 等 电 豪 焦 时 ， 由 前 期 荧光 分 子 往 和牛 可 能 导 敏 异常 蛋白 质 寺 血 B51, 

另外 一 种 很 党 关注 的 荧光 染料 是 SYPRO Ruby， 它 是 一 种 专利 的 基于 外 的 多 
HEER SYPRO Ruby Protein Blot £f ££ ED if Ip He 2 jM] 34 i Hz Xy 0.25 — 1 
ng/mm', WRAKI 2-—8 og Ha GENT, SRE Se UE SE TE 
HAA Beth de (8 — FEE CRAS CAuroDye, APB, Arlington Heights, IL). BE 
ASR eS 2-4h, Wi SYPRO Ruby 染料 染色 在 15 min 内 即 可 完成 。SYPRO 
Ruby Protein Blot 染色 的 动态 线性 范围 大 大 优 于 胶体 金 染 色 ， 扩 展 了 上 约 1000 倍 。 
该 染料 可 用 300 nm 紫外 透射 仪 注 活 或 利用 装配 有 450 nm, 473 nm, 488 nm 用 
至 532 nm 激光 的 成 像 系统 。SYPRO Ruby 染料 不 干扰 质谱 或 免疫 检测 过 程 ， 与 
SYPRO Rose 木 问 ， 它 对 核酸 不 染色 。 

SYPRO Ruby 2-DE fil IEF 染色 仪 需 - 步 即 可 获得 PAGE PIS E1 BEI] CHE R 
染色 ， 而 和 且 不 需要 进行 长 时 间 脱 色 步 又 。 这 些 染料 的 线性 动态 范围 扩展 到 超过 二 
个 数量 级 ， 在 性 能 上 超过 了 银 染 和 考 马 斯 竞 蓝 染色 ， 对 等 电 点 从 3.5 到 9.3 范围 
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的 11 ELI ERE TEE SEE], SYPRO Ruby IEF RR RBM Li BE ARE 
53-3080, ih RY E A EER SYPRO Ruby 染料 很 容易 检测 到 。 
BRI SYPRO Orange 和 Red 染料 更 为 灵敏 ， 其 最 佳 染 色 要 稍 慢 一 些 、 约 需 4h。 
SYPRO Ruby 染料 与 腕 体 考 忆 斯 亮 蓝 染料 的 性 质 娄 位 ， 都 是 终点 式 (end-point) 
tee, AE, MER TRB BOR Aa, Uta, WANA Oe eee. B 
SR oe Y Pe fF PA Bh, (BP SYPRO Ruby 染料 的 代价 很 高 ， 
TU Ae SEER Era A OR IE, ET SS ARP SOOO BOE 
代 银 染 、 考 染 等 方法 ， 但 随 着 备 个 国家 在 入 委 质 组 研究 领域 资金 的 大 其 投入 ， 荧 
光 染 色 六 其 相关 设备 必 将 进入 覃 多 的 实验 室 ，。 


SY 存在 问题 


二 维 电泳 虽然 仍 是 重 各 质 组 研究 不 可 替代 的 分 离 方 法 ， 但 有些 问 题 依然 是 该 
技术 所 无 法 解决 的 ， 证 慨 存 在 于 以 下 几 个 方面 , © 低 丰 度 蛋 白质 点 的 检测 ， 有 
许多 细胞 困 耶 及 功能 蛋白 质 往 往 表达 其 很 低 ， 用 目前 的 显 色 方 法 难以 星 现 。 而 且 
按 目 前 检测 到 的 蛋 寺 质点 数 ， 不 可 能 全 部 包括 细胞 内 所 表达 的 上 万 个 甚至 更 多 重 
AR, A, BMRA SAR, O 极 酸 和 极 碱 性 区 蛋白 的 分 离 ， 按 
目前 商业 化 的 腕 条 ， 最 多 能 分 离 pH3 一 11 DHAKA, mj HOROYEDCUE EG 
的 分 离 难度 依然 很 人 人; © RBATRMER RUD, AF IPG RSE ERR, 
分 子 质 其 大 十 100 000Da 的 蛋白 质 很 难 进入 胶 条 ， 这 部 分 蛋白 质 也 很 难 在 二 维 电 
ELENAK; O 膜 蛋 白 的 提取 和 有 效 分 离 ; © 需要 一 种 真正 高 通 基 的 粒 上 
蛋白 鉴定 技术 。 这 些 电 片 质 的 呈现 间 题 成 为 蛋白 质 组 研究 的 一 个 瓶颈 ， 也 使 -- 些 
科学 家 对 二 维 电泳 的 前 景 提出 上 质疑 。 近 年 来 的 一 些 新 技术 也 在 致力 于 改善 这 种 状 
况 ， 如 三 步 提 取 方 法 的 探索 大 大 提高 了 膜 蛋白 的 提取 笋 率 〈 见 第 三 音 )， 一 种 被 
称 为 分 子 扫描 仪 的 新 型 恒 白质 鉴定 技术 也 正在 形成 之 中 ， 该 技术 利用 涂 有 酶 解 液 
OR, ERA RA RHR, HARARE, RAAT 
MEEERAN TH, MERA HRS AR MOA Andrews 等 则 利 
用 基质 和 辅助 的 激光 解吸 飞行 时 间 质 谱 仪 取代 第 二 向 SDS-PAGE 凝 腕 ， 他 们 直接 
将 一 向 IPG 胶 与 芥子 酸 人 饱和 基质 溶 渡 具 结晶 后 ， 用 质谱 测定 一 向 胺 条 中 每 一 个 
位 置 中 所 含 蛋白 质 的 相对 分 子 质 量 ， 这 样 就 得 到 一 个 含 等 电 点 、 相 对 分 子 质 莽 和 
信和 号 强度 ARSE) 二 维 坐 标的 图 谱 。 和 通过 比较 显示 ， 这 种 方法 所 得 到 的 信 
ACHE) 要 多 于 通过 二 维 电 泳 分 离 并 鉴定 所 得 到 的 信息 ， 通 过 这 项 新 技术 可 
以 获得 禅 品 的 “虚拟 二 维 电 访 谱 (Virtual 2.D)"[2i。 而 其 他 一 些 人 则 在 二 维 电 
瀛 以 外 的 分 离 技 术 上 力求 有 所 突破 ， 如 -E SDS-PAGE 分 离 -串联 质谱 技术 [431， 
二 维 色 谱 技 术 呈 及 有 针对 性 的 免疫 沉淀 技术 六! 等 ， 其 中 最 有 希望 的 是 二 维 色 
谱 技 术 ， 因 为 利 开 这 种 技术 可 以 各 开 相对 分 子 质量 和 等 电 点 的 限制 ， 自 前 的 主要 
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fea] EI EE 4) Pe A CHUTE PUR BEL CA, WA, TREE, ORLA 
维 电泳 仍 将 在 蛋白 质 组 研究 技术 体系 中 扮演 着 重要 角色 ， 而 且 不 排除 还 会 在 自动 
化 和 显 色 技术 .上 取得 更 大 的 进展 。 
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第 五 章 图像 分 析 与 细胞 蛋白 谱 的 建立 
第 一 节 蛋白 电泳 图 像 分 析 系 统 


获得 蛋白 质 双 向 电泳 凝 胶 后 ， 要 对 凝 胶 图 像 进行 备份 保存 ， 从 而 以 数字 化 图 
像 的 形式 存储 下 来 ， 而 且 要 尽量 完整 地 保留 定性 和 定量 信息 ， 以 利于 进一步 的 分 
析 。 通 过 对 批量 双向 凝 胶 图 谱 的 分 析 ， 应 该 获得 的 信息 包括 每 一 块 凝 胶 中 所 分 离 
得 到 的 总 蛋白 质点 数 、 双 向 电泳 凝 胶 之 间 的 批 次 重 现 性 、 蛋 白质 点 的 缺失 和 出 现 
以 及 多 块 胶 之 间 蛋 白质 点 的 表达 丰 度 的 定量 变化 ， 而 这 些 工作 仅仅 依靠 眼睛 的 分 
辨 能 力 来 执行 是 不 现实 的 ， 很 难 系统 全 面 地 对 整个 凝 胶 图 像 进行 判断 ， 更 不 用 说 
要 对 蛋白 质点 的 表达 基 进 行 比较 分 析 。 要 对 上 千 个 蛋白 质点 进行 分 析 ， 只 有 依赖 
于 双向 电泳 凝 胶 分 析 软 件 ， 完 整 的 图 像 处 理 包括 图 像 的 采集 和 双向 电泳 图 像 分 析 
(图 5-1). 


图 5-1 图 像 处 理 前 后 凝 胶 对 比 
A. 人 肺 巨细 胞 双向 电泳 图 谱 ， 垂 直 SDS-PAGE (14% 连 续 胶 )。 
B. 经 PDQuest 软件 背景 消减 和 高 斯 拟 合 处 理 后 的 图 谱 。 


一 、 二 维 凝 胶 电 泳 图像 采 集 
é 
常用 的 图 像 采 集 系 统 有 电感 偶合 装置 (charge coupled devices, CCD), 363% 
度 扫 描 仪 、 激 光 诱 导 荧 光 检 测 器 等 。 无 论 何 种 采集 系统 ， 都 必须 具备 透射 扫描 的 
功能 ， 因 为 与 反射 方式 不 同 ， 透 射 扫描 时 灵敏 度 较 高 ， 可 以 根据 吸光 度 的 大 小 获 
, 91> 


f$ S EXERCI (SER, BOR, BOR EE ELI SRL IRR B E ES CE HE AOE 
E, ie en ETE, PARAS TRE RR, CK 
AAS ce He RE. UFE BARRO OTE ESTE $e EE IUS OC AA 
RTA, EE, PRR Lh BY FRE AA SUIS RAT TARY SEE BLU PRK 
AR Jo fet BY Al ELSA A SEA oR REE, UAPR PES PE TE 
和 明亮 度 。 

目前 常用 的 可 见 光 打 描 侈 如 Amersham Pharmacia Biotech 公司 ImageScanner、 
Bio-Rad 公司 的 GS-710 BERS, TAS SE Re ERRORI TR RE 
We, AA ALAN ARN, uf ELETERLEI. 256 色 和 真 彩 等 模式 。 荧 光 、 
Abe A CORTE BE Fd DL ATI Amersham Pharmacia Biotech 公司 Typhoon 系列 扫描 


EEE EIER, (ld Tos E S90 A SI EA EY P x c 2E EST DG T REG Eo. b RE, 
与 下 游 质 谱 鉴定 的 兼容 性 较 好 ， 适 用 主张 白质 组 的 自动 化 和 高 通 量 化 ， 使 Ty- 
phoon 类 的 扫描 仪 越 来 越 被 看 好 ， 扇 点 是 该 类 仪器 的 费用 高 ， 而 且 荧 光 染 色 的 试 
剂 费用 也 很 高 。. 上 述 几 类 扫描 仪 的 分 辩 率 均 可 达到 1000dpi (dot per inch) WE, 
但 设置 dpi 值 估 大， 图 像 保 真 度 虽 然 提 凋 了 ， 而 图 像 所 占 字 节 数 也 大 大 增加 ， 使 
软件 在 分 析 图 像 时 对 处 理 器 的 要 求 提高 ， 这 样 就 大 大 延长 了 运行 时 间 。 在 实际 应 
FAR, (MRS) BRS ID PCA 300dpi, Shits 深度 为 家 ， 此 时 一 块 20em x 20cm 的 双 疝 
HIKER (Protean II, Bio-Rad) 保存 为 tif 格式 的 文件 后 ， 药 目 用 6Mb 的 字 节 空 
E, ARRET 300dpi 时 会 失去 某 些 光 密度 信息 ， 高 于 300dpi 时 ， 分 析 软 件 所 
能 识别 的 图 像 光 密度 信息 得 不 到 多 大 改善 ， 丽 图 形 文件 大 大 吉大 。 由 于 日 前 所 用 
的 艇 胶 分 析 软 件 只 能 识别 2$6 色 的 图 像 ， 要 求 在 扫描 时 设 定 图 像 色彩 为 236 色 。 
图 像 漆 集 时 要 注意 的 问题 是 扫描 强度 校正 (intensity calibration), = AAR aR 
度 校正 可 以 使 扫描 仪 保持 光 密 度 的 线性 范围 ， 保 证 扫描 系统 所 获得 图 像 的 真实 
性 。 同 时 亦 要 省 总 扫 描 条 件 的 重复 性 ， 特 别 是 在 图 像 分 析 时 需要 进行 相互 匹配 和 
THR SER, Dif EG, Wi. WU. RRS ` 定 要 一 致 。 
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FUR AR ja MLK De H FL IU ER E TB) ERG EI 
Bini, AARRE ERA A TLS, RAR Me, RA 
Meh. Se SATE at WR SET RE, ER 
TRA aH RRM RETA, RMR RRA, RABE 
白质 点 的 缺失 、 汗 现 以 太 表 达 量 的 变化 等 信息 ， 进 而 获得 有 意义 的 蛋白 质点 ， 所 
有 这 些 .上 作者 需要 通 过 图 像 分 析 软 件 来 完成 。 双 向 电泳 凝 胶 分 析 软 件 的 工作 原理 
是 围绕 每 一 个 象 素 点 构建 “个 算 子 《operator)， 然 后 比 较 算 子 中 心 和 边缘 的 光 密 
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度 值 ， 比 值 达到 一 定 强 度 时 该 中 心 点 的 象 素 即 被 认为 是 蛋白 质点 的 一 部 分 。 重 复 
此 过 程 ， 软 件 即 可 自动 检测 出 完整 的 蛋白 质点 。 经 过 多 年 的 发 展 ， 目 前 已 形成 了 
比较 完善 的 图 像 分 析 系 统 。 图 像 分 析 软 件 有 melanie II & gl), PDQuest 6.0. 
ImageMaster 2D Elite 3.10, Phoretix 2D0G] 等， 它们 的 基本 功能 是 相近 的 ， 都 包 
FRU BLA AER) (图 5-2); 


图 5-2 ”二 维 电泳 图 像 分 析 流 程 
A. 扫描 后 的 原始 图 像 。B. 蛋白 质点 的 检测 。C-. 几 种 不 同 的 背景 消减 方法 。D. 凝 胶 匹 配 
参数 的 选择 。E. 匹配 后 图 像 。F. 归 一 化 处 理 后 的 相对 点 体积 。 
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1) 蛋白 质点 检测 (spot detection); 

2) FFE ioe (background subtraction); 

3) 归 一 化 处 理 (normalization) ; 

4) BAM ALCAC (spot matching). 

FHL ImageMaster 2D Elite 3.10 分 析 软 件 为 模板 来 解释 一 下 图 像 分 析 的 基 
本 原理 ， 其 思 踏 区 本 上 活用 寺 日 前 大 多 数 双 向 电文 图 像 分 析 软 件 。 


1. 蛋白 质点 检测 


点 的 检测 包括 腕 内 点 的 定位 、 点 的 形状 确定 及 点 的 体积 (FE) 和 面积 的 计 
算 ， 该 步 双 是 以 后 其 他 各 步 分 析 的 基础 ， 如 果 在 后 续 分 析 中 发 现 点 检测 不 完善 ， 
重新 执行 点 检测 步 又 的 话 ， 所 有 后 续 分 析 的 信息 将 被 清除 ， 所 以 必须 认真 对 待 点 
的 检测 ， 尽 量 能 检测 全 面 ， 因 此 它 也 是 很 耗费 时 间 的 一 步 。 为 了 减 短 处 理 时 间 ， 
检测 前 预先 要 用 鼠标 圈定 鉴 处 理 点 所 在 的 区 域 ， 处 理 区 域 越 小 ， 后 续 分 析 所 耗费 
的 时 间 就 越 短 。 点 检测 原理 是 以 每 一 个 象 素 点 为 中 心 构 建 算 子 ， 然 后 比较 算 子 中 
心 与 边缘 的 吸光 强度 ， 如 果 中 心 与 边缘 的 强度 相 比 足够 天 ， 则 此 象 束 点 被 认为 是 
某 重 白 点 的 -部 分 ， 如 此 重复 对 每 -个 象 素 点 进行 搜索 ， 最 终 构建 该 凝 胶 的 图 谱 
(图 5.2A，B)。 有 两 种 点 检测 的 方法 ， 自 动 执 行 Cinitialise sensitivity) 和 手动 执 
fT (spot detection wizard). E STIS A Hp EDGE BTE S PR AS SERE 
ARS Uk EFE OG RUE RRB PHAR. CRA OR HE. Bey, 
Jr z BE oo E> ESRB RT SER ERA! SENE. HER SRT, BRAR AY, 
Pale BRM RR, AA RR WANA A, ERE OAL tT 
TREREWNRHE,. HPURRBSR, SHAH, EFM, Hoc 
在 整个 分 析 范 围 内 选 定 一 个 代表 区 域 ， 进 入 一 个 有 9 个 格子 的 小 窗口 ， 在 每 一 个 
格子 中 都 反映 所 选 代 表 区 域 点 检测 的 执行 情况 ， 不 同 的 是 每 一 个 格子 的 灵敏 度 和 
算 子 大 小 不 同 ， 选 择 最 满意 的 格 陡 ， 或 直接 调节 下 侧 和 右 侧 的 灵敏 度 和 算 子 大 
小 ， 缩 小 这 两 个 参数 的 大 小 范围 ， 直 到 中 间 格 子 的 检测 结果 达到 最 佳 而 其 他 的 格 
子 效 果 近 似 为 止 。 进 入 下 一步， 就 是 消除 背景 ， 可 以 调节 要 消除 背景 的 大 小 ， 最 
后 得 到 的 就 是 点 检测 结果 。 和 手动 检 测 也 带 来 了 一 个 间 题 ， 就 是 如 和 柯 保证 多 块 胶 之 
间 的 参数 一 臻 性。 如果 参数 相差 较 大 ， 检 测 到 的 点 的 数目 也 就 相差 较 大 ， 这 样 所 
获得 的 分 析 结 果 就 失去 了 双向 电泳 的 重复 性 。 正 确 的 参数 选择 需要 经 验 的 积累 ， 
同时 也 需要 充分 利用 点 检测 中 的 手工 编辑 功能 【如 下 所 述 )。 

无 论 是 自动 检 浏 还 是 手动 检测 ， 所 得 到 的 结果 都 不 可 能 一 步 到 位 ， 可 能 仍 有 
一 些 点 未 被 识别 出 来 ， 还 有 一 些 污染 物 等 得 成 的 “ 假 点 "， 另 外 一 些 因 距离 过 近 
被 识别 成 一 个 点 ， 或 因 邻 近 点 的 强度 太 高 而 被 识别 为 背景 掩盖 ， 对 这 些 不 足 之 处 
需要 进行 进一步 的 编辑 。ImageMaster 软件 提供 了 面 点 、 删 除 点 、 提 高 峰值 、 注 
缘 增 册 、 点 切割 等 进一步 的 编辑 功能 〈 图 5-3)， 以 对 软件 所 直接 识别 出 来 的 信 
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图 5-3 点 检测 工具 (ImageMaster 2D Elite) 


息 进 行 补 充 。 
2. 背景 消减 


点 检测 完成 后 ， 所 得 到 的 蛋白 质点 的 体积 (volume) 是 一 个 绝对 值 ， 由 构成 
该 蛋白 质点 的 各 个 象 素 吸光 强度 的 值 累加 得 到 ， 在 凝 胶 背 景 较 深 时 (实际 上 大 部 
分 银 染 癣 胶 和 考 染 凝 胶 都 很 难 控制 使 之 无 背景 )， 这 些 背 景 值 将 会 被 释 加 到 点 体 
积 中 去 ， 因 而 使 蛋白 质点 体积 与 实际 值 相 比 要 上 略微 偏 高 。 一 些 图 像 分 析 软 件 如 
PDQuest 可 在 分 析 前 对 图 像 作 平滑 、 对 比 度 调节 和 背景 消减 等 处 理 。ImageMas- 
ter 软件 在 点 检测 后 进行 背景 消减 ， 共 有 4 种 模式 可 供 选 择 : 手工 消减 (人 工 选 
取 认 为 可 以 充当 背景 的 蛋白 质点 或 区 域 ， 软 件 将 以 这 些 点 的 光 密 度 值 均值 作为 凝 
胶 背 景 )、 边 界 最 低 强 度 消 减 〈 沿 被 检测 的 蛋白 质点 边界 取 强 度 最 低 的 点 为 背景 
点 ) 、 边 界 平 均 象 素 值 消减 〈 取 被 检测 点 边界 点 的 平均 强度 为 背景 ) 、 非 点 模式 消 
MU (图 5-2C), JE 3 种 均 是 完全 自动 的 ， 其 中 非 点 模式 消减 首先 通过 软件 找到 完 
全 包含 该 完整 蛋白 质点 的 长 方形 ， 然 后 将 该 长 方形 按 设 定 的 象 素数 扩大 ， 该 象 素 
在 图 5-2C 中 被 设 定 为 10， 软 件 会 自动 检查 该 区 域内 不 包含 在 任 一 蛋白 质点 内 的 
所 有 象 素 点 ， 出 现 频率 最 高 的 象 素 强度 将 被 认为 是 该 蛋白 质点 的 背景 。 该 功能 在 
选择 蛋白 质点 周边 象 素 点 强度 为 背景 的 同时 ， 消 除了 将 毗邻 的 蛋白 质点 识别 为 背 
景 的 可 能 性 ， 是 经 常 选 用 的 背景 消减 方式 。 如 果 上 述 4 种 方式 均 不 能 满足 要 求 ， 
也 可 以 直接 编辑 某 个 点 的 背景 水 平 。 


3. 归 一 化 处 理 


该 步骤 对 点 的 体积 进行 归 一 化 处 理 ， 以 便于 对 不 同 胶 上 的 同一 蛋白 质点 进行 
准确 客观 的 相对 定 其 。 归 一 化 处 理 一 般 有 2 种 模式 ， 一 种 模式 基于 全 部 点 体积 之 
和 ， 以 每 一 个 点 的 体积 除 以 总 和 ， 通 过 这 种 模式 得 到 的 数值 可 能 会 很 小 ， 因 此 可 
以 乘 以 一 个 放大 因子 ， 当 该 放大 因子 的 值 为 100 时 ， 所 得 到 的 数值 即 为 点 体积 百 
分 含量 。 另 外 一 种 妇 一 化 的 模式 是 基于 某 一 点 ， 该 点 可 能 是 一 已 知 的 标志 和 蛋白 或 
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APR NUH SUA, UDMPEDEXEHURERA d GC ERR a EA, DR 
Bede AS Ia] ARE ELETI REEE, U3— [b eh oo de muB dg gr 
FES te a TO TY Tr. 


4. 蛋白 质点 匹配 


匹配 是 2D 图 像 分 析 中 很 重要 的 一 步 、 在 ImageMaster 软件 中 ， 这 也 是 一 
CHAM. MUR nnn SERE RT A AEE TL SERT 2 
HERE OAK tu EA BSILSEK ERE Ar SF UI a AS BER. FH P uf EAR E PCS yt 
(vector box) FAITE ERE (search box) 的 大小 来 操 维 匹配 。 由 了 于 电 访 过 程 中 的 … 些 
影 啊 因 素 的 作 内 ， 即 使 是 同一 样 如 两 次 电泳 图 像 之 间 也 存在 位 置 的 偏 益 ， 在 这 种 
il bt, ALA LIRA SSR, IEPA OCA (A 5-20, D, F) ae 
RERRAQEALA, ALCEE EVERS a, AITA CELA. ETE OS 
对 应 的 皇 日 质点， 通过 鼠标 的 点 醒 可 以 使 两 个 对 度 点 匹配 ， 坊 重 月 质点 被 识别 为 
种 子 点 (user seeds)。-- 志 选择 种 子 点 后 ， 可 选择 和 白 动 旦 配 动 能， 软件 将 自动 按 
照 种 子 点 匹配 秋 基 的 大 小 和 方向 对 种 子 点 附近 的 蛋白 质点 进行 匹 陋 ， 通 过 这 种 方 
HEAT A SEAT A ERE APE AL SUA PE POR TT, ERT RAR mE 
^r, AIEEE — x ERE ART XS CR. 

ACCRA, Se ATLA A ay et Ae & a DE Ey Te 
pr, WRAP AUAREA, MAORI, RSA ARK 
ARM RA, Ws aK, WR eR RARER. et, aye ibe 
(FERR th Se AS A EL. 


5. 其 他 处 理 


BR ba NHB ST, SRE TRE ART) TERRE, BERKI 
输出 以 上 及 与 internet 网 络 数 据 库 的 接口 实现 等 功能 。 配 套 软件 ImageMaster 2D 
database 可 以 进行 统计 处 地 和 进化 树 分 析 ，PDQnuest 软件 本 身 则 有 具有 回归 分 析 和 
统计 分 析 等 功能 ， 胶 上 策 白 质点 通过 等 电 点 和 相对 分 子 质 量 的 校 直 后 所 获得 的 信 
息 ， 可 以 为 下 … 步 的 网 上 熏 哲 质 搜索 鉴定 提供 重要 的 参考 因素 ， 从 而 排除 其 他 范 
腹 蛋 旦 质 所 造成 的 十 扰 。 此 外 ， 这 些 图 像 分 析 软 件 很 重要 的 功能 是 能 直接 和 In- 
ternet 上 的 数据 库 连 接 ， 有 利于 网 上 数据 的 检索 以 及 电泳 图 谱 的 对 比分 析 。Im 
ageMaster 2D Elite 3.10 还 支持 网 页 制作 功能 ， 方 便 了 网 上 数据 库 的 构建 。 


,结果 输出 


双 问 电泳 图 像 分 析 会 牛 成 大 项 的 数据 ， 这 些 数 据 可 以 以 表格 的 形式 输出 碟 粘 
贴 到 Microsoft Excel 软件 中 去 ， 利 用 该 软件 的 分 析 功 能 进行 分 析 。 检 测 结 果 还 可 
生成 吝 胶 报告 或 得 白质 点 报告 ， 包 括 图 像 和 列表 ， 并 可 存 铺 为 ni XP. AA 
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Excel $k fuf DA Xf A REUS XE E Eg A S bs a E FE ETE SES PR. JA m 
f8 BEE Z7 Ja Gr ERAS OP A RLDK FEE PEE HL PS), seit et ae 
进行 统计 分 析 ， 可 以 查 出 没有 匹配 (unmatched) MEARS, ARBR PASE 
验 和 干扰 因 索 后 ，… 部 分 没有 匹配 的 点 就 可 能 是 人 实验 组 中 新 出 现 的 蛋白 质 。 


7. 存在 问题 


双向 电泳 图 像 分 析 软 件 昌 然 在 智能 性 、 背 景 消减 、 光 密度 校正 等 方面 都 尽量 
OLA LA LH SM SUR SOR, PURER A Seb, ARB), Rooke 
全 面 地 检测 到 一 块 胶 上 的 所 有 重唱 质点 ， 大 约 需要 1 8 的 时 间 ， 如 果 是 处 理 一 批 
效 艇 ， 大 其 的 时 间 要 花费 在 点 的 检测 和 匹配 上 ， 特 别 是 叱 配 阶 段 。 有 些 软 件 虽 然 
可 以 设 定 自动 化 批 处 理 劲 能 ， 幕 个 流程 让 软件 白 动 执行 ， 但 由 于 目前 双向 电泳 歼 
腕 很 难 达到 完全 晶 现 ， 合 得 这 些 功能 也 只 能 是 停留 在 理论 水 平 ， 不 可 能 在 实际 中 
MH. PORT tr A ACHE AS RJT, BA ER oe DT ORE SE r 
E. Bee Bae eb RAR Ee 2) SRE Z2 


第 二 节 Ek ea a HE 


ARIAL ADK [PG 技术 的 应 用 ， 提 高 了 电泳 留 谱 的 重复 性 ， 使 得 实验 室 之 间 的 
合作 与 图 谱 对 比 成 为 可 能 ，]lnternet 网 络 的 普及 及 上 网 实验 室 的 逐渐 增多 ， 给 人 
们 的 合作 及 数据 此 享 担 供 了 方便， 微量 测序 、 肽 质 基 指纹 谱 、 氢 基 酸 组 成 分 析 和 
串联 质谱 技术 的 发 展 ， 加 快 『 绰 白 鉴 定 的 步伐 。 在 此 基础 上， 大 其 的 蛋白 质 组 双 
问 电泳 表达 谱 得 以 构建 和 i， 为 使 这 些 数 据 能 得 到 迅速 有 效 的 管理 、 共 党 和 
利用 ， 一 些 研究 单位 就 交 门 构建 了 双向 电 访 重 白质 组 数据 库 。 由 于 不 同 的 数据 库 
构建 者 理念 不 同 ， 导 和 伊 岗 上 电 诛 数据 库 的 使 用 方法 各 异 ， 针 对 这 种 混乱 性，Ap- 
pel 等 于 1996 提出 了 一 个 联合 数据 库 的 构建 标准 ， 概 括 了 网 上 联合 数据 库 的 5 个 
A E. 

1) dete P? X otis] I 3 RT ELVIS H IS] EE HE s 

2) 数据 库 可 以 通过 超 交 本 交叉 参考 而 与 其 他 数据 库 链 接 ; 

3) 除了 单个 叮 查 村 数 据 库 外 ， 从 每 -个 蛋白 链接 点 ， 需 要 链接 一 个 不 同 交 

LERROKA, ] 

4) 3l ix RE ES EI EGRE EET A EL ; 

5) 双 辣 电 注 分 析 软 件 可 以 设 定 直 接 进 入 联合 电泳 数据 库 。 

iX 5 条 规范 日 前 已 成 为 默认 的 准则 。 除 了 利用 网 页 制作 工具 来 编写 数据 库 
外 ， 也 可 以 从 网 上 上 下载 双向 电泳 数据 库 制 作 软 件 包 Make2ddb package ^?! (i| s 
标准 的 联合 数据 虑 。 

目前 网 上 已 公布 了 大 其 的 蛋白 质 组 双向 电泳 数据 库 ， 仅 瑞士 生物 信息 研究 所 
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的 WORLD-2DPAGE Rih pt T Grf£ [BL FEARS I SOC l H bk HE Id 
站 共 39 4/5, Heft SWISS 2-D PAGE 数据 库 就 包括 了 人 、 鼠 的 器 官 、 细 胞 及 醇 
BEL KA ERD 30 多 类 双向 电泳 数据 库 ， 表 5-1 列 出 了 WORLD- 
2DPAGE 中 所 包含 的 一 些 重要 网 站 内 容 及 网 址 。 国 内 研究 单位 也 紧 跟 发 展 ， 如 
土 海 生化 所 筹划 建立 的 肝癌 和 多 端 螺旋 体 蛋 白 策 组 数据 库 ， 军 事 医 学 科学 院 枯 央 
组 与 蛋白 质 组 中 心 筹划 建立 的 胎 肝 和 肺癌 征 白 般 组 数据 库 ， 中 国医 学 科学 院 肿 瘤 
所 筹划 建立 的 食管 瘤 生 白质 组 数据 库 等 。 


3E 5-1 WORLD-2DPAGE 中 链接 的 部 分 双向 电泳 数据 库 网 站 内 容 及 网 址 
数据 库 名 称 。 ”种 OR 。” ”网 站 中 所 包 全 的 组 织 或 细胞 Fi 


Liver, Plasma, HepG?, Red blood cells, 
Lymphoma, Heptr2 Secreted Proteins, 
Cerebrospinal Fluid, Macrophage Like Cell 
Line, Ervthroleukemia Cell, Platelet. Kid- 
Human ney, Promyelocytic Leukemia Cells, Uol- 
orectal epithelia celis, Colorectal adenocarci- 
noma cell line (DL-1), Soluble nuclear pro- 
SWISS-2D PAGE teins and matrix from liver tissue, Nucleoli http://www. 
from Hel.a cells (1D and 2D) expasy. ch/ch2d/ 


Liver, Grastrocnemius muscle, Pancreatic islet 
cells, Brown adipose tissue, White adipose 
Mus musculus . . . 
tissue, Soluble nuclear proteins and matrix 


from liver tissue 
Arabidopsis thaliana, Dictyostelium discoideum. Es- 


cherichia coli (several pl ranges), Saccharomyces cere- 


Wisiae 


Breast ductal carcinoma and histologically nor- . 
Human htip: // www, 


SIENA-2 DPAGE mal tissue, Amniotic fluid bio-mol. unisi. it/ 
7 2d/2d. html 


Chéiamsdia trachomatis, Caenorhabditis elegans 


H kat T-cells " 
. umar Jurkat T-cells p —btpi/Z www. mpiib- 
2-DE database Mycobacterium. bovis, Mycobacterium. tuberculosis, Heli- berlin. mpg. de/2D- 


cobacter pylori, Borrelia garini PAGE/ 


Kerannocytes, Transitional cell carcinomas, 
Human and mouse 2- Tluman Bladder squamous cell carcinomas, Urine, Fi- http: //biobase. dk/ 


D PAGE databases — - broblasts cgi-bin/ celis 
Mouse Kidney 


http://www. hare 


Human Heart {ventricule}, endothelial cells 
HSC-2DPAGE field. nthames. nhs. 
E Rat, Dog Heart (ventricle) uk/nbli/nrotein 
PDD Protein Disease H p Corel inal Fluid, Uri harps / / www-leck. 
E sma, Cerebrospin .OUrine 
Database uman asma, Cerebrospinal Flur ri neifcet. gov/ PDD/ 
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数据 库 溃 称 种 属 网 站 中 所 包含 的 组 织 或 细胞 网 hE 
http: f -lecb. 
PPDB  Phosphofro- . P Peru lee 
. Murine Lymphocytes neifert. gow! 
tein DataBase 
phosphoDB/ 
) 
Washington University Human Perilymph 一 wee http: / foto, wustl. 
Inner Ear Protein 2l Endoiyinph, organ of Corti, otoconia, tectorial edu the/ in- 
Database Guinea pig membrane nerear2d. htm 
hip: // 
Toothprint Rat Enamel biocl1l.otago. ac. nz: 
391/taoth/ home. htm 
Serum (control. Sprague-Dawley (CD). female 
d male rats, ine- ed . diabeti 
| Study Rat and male rats, turpentine treat Tats. iabetic bap: // linux. farma. 
Rat Serum Protein . rats, stroke-prone rats), urine (control female D. 
Group uniumt. it/ 
and male rats,  stroke-prone rats}, cere- 
brospinal fluid (control and stroke-prone rats} 
http: / / depts. wash- 
Rat Serum Protein . ington. edu — ruedi- 
R 5 i and hi 
Database al erum (normal and acute phase) lab/ info/ ratserum/ 
ratserum, himl 
http: / / www-dsv. cea. 
Mite-piek Human Mitochondria fc/thema/ MitoPick/ 
Mito2D. html 
http: .ladwig. 
Human Colon Carcinoma ` . up /www uawig 
Human Placenta, Colorectal cell line edu. au/jpsl/ 


Protein Database 


jpslhome. html 


http://www. ssi. dk/ 


SSI-2DPAGE Mycobacterium tuberculosis en/ forskning/ tbim- 
mun/ thhjetame. htm 
http://www. aber. ac. 
Parasite proteome Caenorhabditis elegans, Fasciola hepatica, Hymenolepis uk/ — mpgwww/ 
maps diminuta, Monezia ezponsa, Nevator asnericanus Proteome/ 
uu ProtMaps. html 
COMPLUYEAST- http: /fbabbagc. esc. 
2DPAGE Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae un oar 
YPD Yeast Protein http: / / vewew. proteome. 
Database carm databases 
. . hup; / /setnelc. anu. 
ANU-2DPAGE Rice anther and Medicago truncatula 


edu. au/ 2d/Zd. html 
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第 六 章 “” 生物 质谱 技 术 与 蛋白 质 鉴 定 


质谱 分 析 法 是 道 过 测定 样品 离子 的 质 荷 比 (m/z) 来 进行 成 分 和 结构 分 析 
的 分 析 方 法 。 自 1886 年 Goldstein 发 明 早期 质谱 仪器 常用 的 离子 源 ， 到 1942 年 
第 一 台 单 聚焦 质谱 仪 商品 化 ， 质 谱 基 本 上 处 于 理论 发 展 阶段 。 随 后 质谱 在 电离 技 
术 和 分 析 技 术 上 的 发 展 和 完善 ， 使 之 很 快 率 用 于 地 质 、 空 间 研 究 、 环 境 化 学 、 有 
机 化 学 、 制药 等 多 个 领域 。 然 而 ， 即 使 在 等 离子 体 解 吸 (plasma desorption, PD) 
ARA Z ii (fast atom bombardment, FAB) 两 项 软 电 离 质谱 技术 出 现 以 后 ， 
IRS TAR PR REIL TARA A, Abe ERER 80 E 
红 中 期 出 现 的 着 种 新 的 电离 技术 :， 电 距 雾 电 离 和 基质 辅助 激光 解吸 电离 为 代表 ， 
这 两 种 技术 所 具有 的 高 灵敏 度 和 高 质 其 检测 范围 ， 使 得 在 fmol (10 7) 乃至 
amol (1078) 水 半 检 测 相 对 分 子 质量 高 达 几 十 万 道 尔 顿 的 生物 大 分 子 成 为 可 能 ， 
从 而 开拓 了 质谱 学 一 个 名 新 的 领域 生物 质谱 ， 促 使 质谱 技术 在 生命 科学 领域 
获得 广泛 的 应 用 和 发展 D1 

随 着 人 类 基因 组 全 序列 的 问世 ， 以 大 规模 分 析 细 和 掀 或 生物 体内 的 蛋 店 质 为 主 
要 内 容 的 蛋白 质 组 研究 成 为 后 基因 组 时 代 的 重要 研究 内 容 。 重 户 质 组 研究 所 必需 
的 高 灵敏 度 、 高 鉴定 速度 使 得 传统 的 生物 化 学 方法 远 远 林 能 满足 要 求 ， 而 生物 质 
谱 技 术 的 发 展 ， 为 重 髓 质 级 研究 提供 了 关键 的 技术 于 个 ， 上 成 为 重 户 质 组 研究 的 二 
大 关键 技术 之 一 全 31。 


第 一 节 ”基质 辅助 激光 解吸 电离 飞行 时 间 质 谱 
一 、MALDI 离子 源 


MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization) 的 电离 方式 二 1988 年 由 
Karas 和 Hillenkamp!*) $2 ho MALDI 的 基本 原理 是 将 分 析 物 分 散在 基质 分 子 
Ge T EE ERI AM) 中 计 形 成 晶体 ， 当 用 激光 (37nm HARE) FERT s 
时 ， 基 质 分 子 吸 收 激光 能 其 ， 样 品 解吸 附 ， 基 质 - 样 品 之 间 发 生 电 荷 转移 使 样 总 
分 子 电离 。 基 质 的 使 用 是 这 :电离 技术 的 关键 ， 基 质 吸 收 了 激光 的 大 部 分 能 其 并 
气 化 ， 同 时 将 样 蜗 分 子 带 和 气相， 样品 分 子 只 吸收 少 其 激光 能 址 ， 避 免 了 分 子 化 
学 键 的 断裂 。 基 质 在 样品 离子 堪 成 过 程 中 充当 了 质子 化 或 去 质子 化 试剂 ， 使 样品 
分 子 带 上 正 电荷 或 负电 荷 。 
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常用 的 基质 是 一些 小 分 子 有 机 酸 及 其 入 生物， 能 够 很 好 地 吸收 激光 能 二 (A 
| 表 6-1). 


6-1 常用 基质 
基质 简称 DX GER A xu 激发 波长 
EE sinapinic acid 
SA 337nm 
(3,5— RR SE- 4 ERE DI ER) (3,5 - dimethoxy 7 4 - hydroxycinnamic acid) 
JE RB NE gentigic acid 
DHB 355nm 
(2,5 - ZEE REGE HR) (2, 5 - dihydroxybenzoic acid) 
CCA a MUR 4 RRA 2 7 cyano T 4 7 hydroxycinnamic acid 
PA 吡啶 甲酸 picolinic acid 
3HPA 3 FASE GE 37 hydroxypicolinie acid 


MALDI 源 使 用 的 巩 光 是 脉冲 式 ， 每 一 脉冲 油光 产生 的 … 批 离子 得 到 一 张 质 
谱 图 ， 一 般 使 用 的 质谱 图 是 多 次 脉冲 激光 扫描 质谱 峰 结 果 的 累加 。MALDI 源 产 
生 的 离子 多 为 单 电荷 离子 ， 质 谱 图 中 的 谱 话 与 样品 各 组 分 的 质量 数 有 一 一 对 应 关 
系 ， 因 此 MALDI.MS 最 适合 分 析 多 肽 及 蛋白 质 混合 物 。MALDI 源 的 离子 化 效 
SSR, PWIA RB RR SRR RMB, GRR E 
(fmol-amol) 进行 分 析 。 


二 、 线 性 飞行 时 间 质 量 检测 器 


MALDI-MS 通常 用 飞行 时 间 (rime of flight, TOF) 检测 器 作为 质量 分 析 
器 ， 所 构成 的 仪器 称 为 基质 辅助 激光 解吸 /电离 飞行 时 间 质 谱 (MALDI-TOF- 
MS)。 飞 行 时 间 检 测 器 的 质量 分 析 范 围 很 大 ， 挫 几 百 道 尔 顿 到 100 kDa 都 可 以 检 
测 。 

离子 源 中 每 一- 脉冲 激光 产生 的 离子 先 经 过 一 个 加 速 电 场 ， 获 得 动能 ， 再 进入 
-一 个 高 真空 无 电场 飞行 管道 ， 离 子 在 此 无 电场 飞行 管道 内 以 在 加 速 电 场 获得 的 速 
度 飞 行 。 质 莽 较 轻 的 离子 飞行 速度 快 ， 较 早 到 达 检 测 器 ， 较 重 的 离子 飞行 速度 
慢 ， 较 晚 到 达 检 测 器 ， 离 子 的 飞行 时 间 与 其 质 荷 比 的 平方 根 (m/z) "^ REE, 
通过 检 出 飞行 时 间 来 测定 离子 的 质 荷 出 《图 6-1)。 

1 上 


由 E= Uz=7 mv 和 t= 二 
v 


推出 t= const | 
其 中 ， 下 为 离子 在 加 速 电场 获得 的 动能 ，U ADR, 2 为 离子 所 
Wd, m 为 离子 质量 ，> 为 离子 飞行 速度 ， 工 为 飞行 管道 长 度 ，: 为 离子 飞行 
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FB), const 为 -一 常数 。 
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Hed 线性 MALDI-TOF 原理 图 


三 、 反 射 飞行 时 间 质 量 检 测 器 


线性 飞行 管 的 MALDI-TOF-MS 的 质 蘑 分 状 率 和 测 其 准确 度 不 高 ， 测 基 谋 差 
在 2 和 左右 ， 不 能 满足 蛋白 质 鉴 定 的 需求 。 为 了 改进 仪器 的 分 辩 率 和 质量 测量 准 
确 度 ， 在 仪器 的 飞行 管道 内 加 了 一 个 反射 电场 ， 称 为 ion mirror X reflector, *4 
成 的 仪器 称 为 反射 飞行 时 间 质 谱 (RETOF-MS) (图 6-2、6-3)。 反 射电 场 起 了 能 
量 聚 焦作 用 ， 即 上 共有 相同 质 和 荷 比 但 能 基 有 细微 差异 的 离子 在 反射 电场 作用 下 飞行 
时 间 达 到 一 . 歼 ， 回 时 离子 改变 了 飞行 方便， 延长 了 飞行 距离 ， 所 以 反射 飞行 时 间 
质谱 (RETOF-MS) 的 分 辨 率 和 质 基 测 基准 确 度 都 有 了 很 大 提高 。 为 了 使 离子 
能 够 转向 并 飞 到 反射 检测 器 ， 反 射电 场 的 电压 要 大 于 加 速 电场 电压 。 反 射 检测 方 
式 只 能 分 析 质 基数 10 kDa 以 下 的 离子 。 
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图 62 反射 MALDI-TOF 原理 网 
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acqusilian 
E 6-3 BR MALDITOF-MS 仪器 结构 图 


具有 皮 射 飞行 时 间 分 析 器 的 MALDI-TOF-MS FT DA 4r SP ES EA (post 
source decay, PSD) PA) RRA, OE -种 串联 质谱 分 析 ， 可 获得 离子 的 结 
HRE. WEEER MALDIRP ENA F CREER 在 飞行 管道 飞行 过 程 中 发 
CERA, ERS PE, RRR CBE CERT) 成 为 质量 减少 、 飞 行 速 
度 不 变 ， 即 动能 减少 的 亚 稳 离子 。 母 离子 和 子 离 于 在 反射 电场 中 的 通过 时 间 不 
同 ， 由 于 二 者 速度 相同 ， 质 量 较 小 ， 即 动能 较 小 的 子 离子 通过 时 间 较 乱 ， 这 个 时 
间 与 离子 质量 成 正比 ， 与 反射 电场 的 电压 成 反比 。 在 正常 分 析 母 离子 时 ， 子 离子 
不 能 进入 反射 检测 器 。 为 了 分 析 子 离 上 ， 在 实际 操作 中 ， 通 过 逐步 减 小 反射 电场 
电压 的 方式 检测 Ff. PSD 谱 岗 通常 是 由 10 到 20 个 不 同 反 射电 压 下 的 谱 疼 普 
加 而 成 ， 为 了 获 盖 质 基 在 母 离子 质量 的 10% ~ 100% 范 围 内 的 于 离子， 反射 电场 
c Hs FREE SUED S EA 1096. 


四 、 样 品 制备 方法 


要 获得 一 张 满 塌 的 质谱 图 ， 样 品 的 制备 十 分 关键 。 对 蛋白 质 和 多 肤 类 样品 ， 
通常 采用 的 样品 制备 方法 如 下 : 

基质 o - 氰 基 - 4 -羟基 肉桂 酸 用 0.1% 二 氟 乙 酸 、30% — 5095 Z BERE RR 
AAR, HL 到 3 倍 可 以 减少 基质 加 和 上 蜂 ， 辣 求 每 天 新 鲜 配 制 。 

TÉSRERT 0.196 “ARR, 

SUR Fei 1:1 RURA, M 0.5—1 ul 加 到 不 锈 钢 样品 丢 上， 在 空气 中 
放置 几 分钟 ， 符 溶剂 挥发 王后 将 样品 靶 送 入 仪器 。 

图 6-4 是 由 MALDI.MS 分 析 得 到 的 乙醇 脱 气 酶 的 胰 蛋 白 酶 酶 切 状 图 。 
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第 二 节 ” 液 相 色 谱 - 电 喷雾 -串联 质谱 
—. BOSE 


电 喷雾 电离 方法 5 各 是 利用 高 电场 使 质谱 进 样 端的 毛细 管 柱 流出 的 液 滴 带 
E, FEN, 气流 的 作用 下 ， 液 滴 溶 剂 培 发 ， 表 面积 缩小 ， 表 面 电荷 密度 不 断 增 


图 6-5 电 喷 雾 电 离 原理 图 
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mM, BBP ee eA JUI SHE E SK AB ARR, PK 
HW, RETEA dI ORAE SK, eo pa 83 dE 
TESEOK. EDT RF AE GEUUE E HUE RE AE er BEA t pr; CIS 
6-5). 
EI SE PAE A Sp PA, AB. RRS, £n onu 10 个 以 
上 ， 形 成 [M+ eH 系列 多 电荷 离子 (nn 为 质子 化 数 ， 即 电荷 数 )， 质 荷 比 大 
大 减 小 ， 弥 补 了 四 极 杆 等 质量 分 析 器 测 其 范围 常 的 缺点 。 电 喷雾 电离 产生 的 质谱 
向 显 示 的 是 离子 带 不 同 电 前 数 的 一 系列 质 荷 比 峰 ， 要 根据 这 些 峰 值 换 等 成 离子 质 
if. 
CH m= (mtn) /n, 
mkyT (mtn) /ng 
n,ny,tl (THE, Blinn’ 导致 的 离子 化 ) 

其 中 m 为 带电 荷 数 为 a RT te, m, 为 带电 荷 数 为 wx 的 离子 的 
MEE, m 为 离子 质量 ， 可 以 推出 
a = (my — 1MGm, ~ m;) A ony a (m, - 1)/ Cm), — mj) 
m= TATA 或 m = Mk’? Ak ORE 

U, BRNE — TH NY ASN Se ERR RRE, MERSE 
HAS ATA, ETR PA, mr 6-6A 中 的 多 
HA TRA ET Se TA, A 659.8 所 带电 荷 数 为 

(714.7 — 1)/(714.7 — 659.8) = 13 
峰 714.7 所 带 上 电荷 数 为 
(659.8 - 1)/(714.7 - 659.8) = 12 
换算 成 单 电荷 分 子 离 子 质 量 为 
714.7 X 12 - 12 = 8564.4 
659.8 x 13 - 13 = 8564.4 

一 般 根据 多 个 多 电荷 峰 计算 出 才 个 质 其 值 后 取 平 均值 。 

分 辩 率 高 的 质谱 可 以 分 辨 出 单个 离子 峰 的 同位 素 峰 。 根 据 相 邻 同 位 素 峰 的 质 
荷 比 之 差 ， 也 可 以 算出 此 蜂 代 表 的 高 子 所 带电 荷 数 ， 即 n — 1/2 m, Rn a 
该 离子 所 带电 荷 数 ， 台 mm 为 相 邻 两 同位 素 蜂 的 质 荷 比 之 兰 。 如 图 6-6B 所 示 ， 相 
邻 两 同位 束 峰 的 质 荷 比 之 善 为 0.0769， 则 该 峰 所 故 电 荷 数 为 170.0769= 13。 根 
据 电 荷 数 可 以 计算 出 该 多 电荷 离子 的 中 伞 分 子 质 其 ， 即 m = nx man, HP 
mw 为 多 电荷 离子 的 平均 质 荷 出 。 图 6-6A 中 的 多 电荷 离子 峰 转 换 后 的 分 子 质 量 
3313 x 659.8 — 13 = 8564. 4Da, 


A +14 714.3 
" a0 659.7 
4 60 
1 
E 40 09 159 780.9 
207 612.8 658.6 7520171 — 7992 829 
0 75 800 
9 m/z 
+43 
659.83 ， 
100 Ar T 5i RE CFF) -8564.8 resolution of up te+13 


charges Peak separation-( £769 Da 


相对 丰 度 


ü 
658.0 658.3 659.0 650.5 660.0 mz 660.5 661.0 661.5 662.0 662.5 


图 6-6 电离 产生 的 多 电荷 离子 峰 及 同位 素 峰 


二 、 滚 相 色谱 - 电 著 雾 -串联 质谱 (LC-ESI-MSIMS) 


电 喷 雾 离子 源 后 连接 串联 质谱 可 检测 离子 结构 雁 片 的 质 荷 比 ， 能 够 提供 离子 
的 结构 信息 。 应 用 于 才 肽 、 核 酸 的 测序 及 蛋白 质 的 鉴定 和 翻译 后 修饰 分 析 。 

囊 联 质谱 仪 中 主要 由 离子 源 、 多 级 质量 分 析 器 及 碰撞 室 组 成 。 第 一 级 质 鞭 
分 析 器 起 质量 过 滤器 的 和 作用 ， 即 从 总 离子 谱 中 挑选 出 需 进一步 进行 结构 分 析 的 母 
离子 (precursor or parent ion) FEA TEIN, BERT ER SAS A TE 
DERE T US SEI HE (collision induced desorption, CID) 产生 碎片 离子 / 子 离子 
(product or daughter ion)， 由 第 二 级 质量 分 析 器 分 析 子 离子 的 质 荷 比 。 通 过 母 高 
子 和 子 离 子 的 质 其， 研究 二 次 关系 及 母 离子 的 裂解 规律 ， 可 以 获得 母 离子 的 结 梅 
信息 。 


图 6-2 PUT IER St iras 
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生物 质谱 仪 常 用 的 多 级 质量 分 析 器 有 三 级 四 极 杆 分 析 器 ( triple-quadrupole 
analyzer) 、 离 子 阱 分 析 器 (ion trap analyzer) 和 四 极 杆 -飞行 时 间 质 量 分 析 器 


(quadrupole-time of flight analyzer) 。 


图 6-8 ”离子 阱 质量 分 析 器 : 


三 级 四 极 质 其 分 析 器 由 三 个 顺序 连接 的 四 极 杆 质量 分 析 器 (图 6-7) 组 成 ， 
第 一 级 和 第 三 级 四 极 杆 分 析 器 均 可 用 于 离子 选择 〈 母 离子 扫描 和 子 离 子 扫 描 ) 和 


J 


[- HEXAPOLE 


SKIMMER 


zspray™ ion Source 
RF HEXAPOLE 
SAMPLE CONE 


QUADRUPOLE IN NARROW BANDPASS MODE 


HEXAPOLE GAS COLLISION CELL 


REFLECTRON 


图 6-9 ESI-Q-TOF 仪器 结构 图 
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RET. CPIBIBTUITRRERIT SETR RE HS ETAT. 

离 闻 峙 分 析 器 由 三 个 双 曲 面 电 极 (-… 个 环形 ， 两 个 斗笠 形 ) 围 成 一 个 离子 捕 
fix (图 6-8)， 在 坏 形 电 极 射频 (RO BME, BT RRS ETO 
运动 ， 在 斗 符 形 电极 上 加 电压 可 以 选择 出 不同 共振 频率 的 离子 进入 检测 器 ， 也 可 
以 选择 只 有 一 征 离 子 留 在 辅 集 室 ， 再 用 高 速 情 性 气体 碰撞 诱导 解 离 产 生子 离子 ， 
ET BIR. BUA, THER. CRRA SE PK, RA 
可 进行 《MS) ”级 串联 分 析 。 

RFR KTH OS ERA OM RA KTH ORB SRR, 0g 
极 杆 分 析 器 用 于 离子 选择 ， 甚 后 有 一 个 六 极 杆 射频 场 用 于 离子 的 嵌 撞 ， 诱 导 解 离 
产生 子 腐 子 ， 母 离子 和 千 离子 的 检测 均 由 最 后 的 疙 行 时 间 检 测 器 完成 。 四 极 杆 - 
飞行 时 间 质 其 分 析 絮 和 电 喷 恬 离 子 源 相连 构成 的 仪器 称 ESI-Q-TOF (图 6-9). 

电 喷 雾 离 子 源 可 以 方便 地 与 高 效 液 相 色 谱 (HPLC) 技术 在 线 联 用 ， 在 分 析 
复杂 混合 物 时 很 丰 优 势 ， 可 以 先 分离 再 分 析 。 裕 相 色 谱 - 电 喷 才 - 串 联 质 谱 分 析 肘 
混合 物 鉴 定 蛋 自 质 灶 ， 订 以 对 每 一 个 胀 段 进行 序列 分 析 ， 综 合 所 有 MS 和 MS/ 
MS 数据 鉴定 和 蛋白质， 大 大 提高 了 鉴定 准确 度 。 图 6-10 是 用 LC-ESI-MS/MS 分 
析 肤 混合 物 的 实例 ， 图 6-10A 是 肽 混合 物 的 总 离子 流 色 谱 图 ， 图 6-10B 是 肽 混合 
物 的 总 离子 流质 谱 图 ， 图 6-10C 和 6-10D 是 其 中 两 个 肽 段 的 串联 质谱 图 。 


wu 
-— 


图 6-10 LC-ESI-MS/ MS 分 析 肽 混合 物 
A. KECHAR AGRE. B. 肪 混合 物 的 总 离子 流质 谱 图 。C、D. 其 中 两 个 肘 段 的 让 联 质 计 图 。 
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FT ”有 睦 质 量 指 纹 谱 鉴 定 蛋 白质 技术 


一 、 肪 质量 指纹 谱 鉴定 蛋白 质 原 捍 


蛋白 质 的 鉴定 方法 中 主要 是 利用 蛋白 质 的 各 种 属性 僚 数 (attribute parame- 
ter) 胡 相 对 分 子 质 和 其 ， 等 电 点 、 序 列 、 氨 基 酸 组 成 、 肽 质量 指纹 谱 等 在 蛋白 质 
WER PRE, GREASE BAH ES, WIRE RE, OA 
是 发 现 了 新 蛋白 ， 要 进行 序列 分 析 ， 合 成 DNA 探 针 来 表达 、 分 离 和 鉴定 这 人 一重 
折 。 利 用 生物 息 谱 技术 可 获得 多 种 和 蛋白 质 属 性 参数 ， 在 生 白 质 组 鉴定 中 起 着 非常 
重要 的 作用 [1， 

FAK ec BR 2 EC peptide mass fingerprinting, PMF) BP AAE AiE 
白质 组 研究 中 较为 常用 的 鉴定 方法 ， 这 -技术 十 1993 年 被 多 个 研究 小 组 分 别 独 
立 担 出品 。 肽 质 址 指纹 谱 是 指 蛋 白质 被 蓝 切 位 点 专 一 的 蛋白 酶 水 解 后 得 到 的 
KARR. REAR ARAB (RA) BAR, BAR 
RK. PEAK RPS, RRR SDR A ETE, BELL 
BABA, VAFRARM ESS, PHM RO SOAR UE GRE . 
白质 数据 库 中 检索 ， 导 找 有 共有 相似 肽 指纹 谱 的 蛋白 质 。 电 泳 腔 上 的 蛋白 质 可 被 原 
位 酶 切 或 转 印 到 PVDF 膜 上 酶 切 得 到 炭 混 合 物 ， 经 质谱 分 析 得 到 PMF， 检 索 数 
据 库 进 行 鉴定 。 还 可 以 选取 肽 混合 物 中 的 某 一 驮 侦 通 过 串联 质谱 测序 鉴定 ， 这 部 
分 肉 容 将 在 下 一 站 中 于 以 介绍 。 基 本 路 线 如 图 6-11 所 示 。 


2-D gel 
初 俐 蛋白 质点 
Ak FER 
hea a bu R YDS, ELLA, ymax 
190 ord topiri! 
Ms/Ms 
MARRS 
| z o 0109 300 500700 900 1100 Pz 
EARS RK | 
蛋 自 质 鉴 定 


AU 6-11 PMF WE REIR AE E EE 
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iB xe RACE Cr Rhet C CER MALDI-TOF-MS, HER, ie 
HE, RET OBERE — RREKER, (LESE AM AREER a Vt, BAE PA 
HORS S| AER COPA MAB SAIL, PR ELTE, ER 
的 PMP Padi ae SAAT, f PMP 鉴定 的 好 处 就 在 于 不 需要 
He: BB AA RR a SP TRA, PMF 方法 可 同时 寻 理 许多 样品 ， 是 大 规 横 监 
定 的 首选 方法 。 

用 十 制备 肽 谱 的 酶 需 具 以 下 特点 ， 酶 的 水 解 位 点 专 --; 酶 切 产 生 的 蛋白 的 肽 
段 大 小 适合 质谱 分 析 并 利于 数据 库 检 索 ; 酶 自身 稳定 ， 不 易 自 降解 。 用 PMF 检 
索 数 据 库 时 ， 要 扣 蒿 检索 准确 度 ， 则 产生 上 肤 谱 的 酶 切 点 宇 少 要 有 2 个， 同时 相对 
分 子 质 基 大 于 5000 Da MKF ESRB IRAE. RE ABA Glu-C SAR 
RS ASIA, ROK SCR (KO AAR (R) 的 羧基 端 ， 
Glu-C E H BHE pH 4.0 AEF RBA AB (D) MEGAR (E) YR, 
MALDI-TOF-MS 适宜 测 基 分 子 质 最 在 500Da M LMP, EL BY A 
基准 确 度 较 高。 


二 、 笃 胶 电 泳 分 高 蛋白 质 PM 鉴定 方法 


我 们 用 标准 型 魏 建 立 了 PMEF BERR SRE), XL ARE 
巨细 胞 癌 细 胞 蛋 种 和 白血病 细 狗 HL-60 的 鉴定 中 得 到 应 用 1014-71， 凝 胶 电 泳 分 高 
SA PME 鉴定 的 具体 步骤 如 下 : 

a) SSM EBRAHIM: 将 电 访 及 染色 后 龊 胶 中 的 重 白 带 切 下 ， 用 

PARN HERE pE 1 一 2 mm? 大 小 的 胶片 ， 用 水 清洗 几 次 后 用 合 
S096 ZA. 25 mmol/L 碳酸 氢 繁 的 洲 液 50 — 100 pl BHR, HEH 20 
min, WIA. HR 1 SIS PYRE. 

b) 4 Be MEME A €... 配 30 mmol/L EAE SPA 100 mmol/L E (S ERE 9/65 
SHE. AA 1:138 635 53, ARG 30—50 pl BURR, AERE 
TRU ERROR, FAR, BARKER ER 
产生 。 

c) 酶 切 : 将 胶片 真空 离心 干燥 20 min， 使 其 完全 脱水 体积 缩小 ， 加 入 5 -10 
pl BERE (0.01 pgAal， 合 25 mmol/L NHyHCO;),. 4 2K PRE 20~30 
min， 待 酶 波 完 全 被 吸收 ， 补 充 S~10 pl 25 mmol/L NH,HCO, 液 ，37 C 
保温 15 h. 

d) KER: IN SHS TFA 50—100 pl 于 40 CRI 1h, Bib RP, 202.596 
TFA, 50% ACN 50~100 pL 于 30 C f&ii 1h, "Ri EAR, Sst hie 
HE, UKM TR. INS ~10 pl 0.5% TFA RERIE 21H T MALDI-TOF-MS 质 
谱 分 析 。 


‘dll 


e) 数据 库 检索 鉴证 重 日 质 。 
主要 使 用 手 际 五 联网 上 的 免费 蛋白 数据 库 检 索 程序 ， 网 址 见 表 6-2. 


62 PMF 检索 程序 网 址 


程序 名 称 网 tÈ 服务 网 站 
Peptldent http: // www. expasy. ch/tools/ peptident . hunl ExPASy 
http: // prospector. ucsl.cdu/ucsfhtml3 .27 mafit. 
MS- Fit h UCSF Mass Spectrometry Faciliy 
tm 
ProFound http:// prowl. rockefeller. edu/ cgi- bin/ ProFound ProteoMetrics and Rockefeller University 


http://www. mann. embl-heidelberg. def Group 
PeptideSearch — Pagcs/ PageLink/ peptidesearch/ Services/ EMAL, Protein & Peptide Group 
PeptideSearch/ FR _ PeprideSearchFaormGA4 . html 


http; / / www, matrixscience. com/cgi/ index, pl? 
Mascot Matrix Science Ltd., London 
page - /search _ form _ select. html 


检索 时 根据 样品 及 仪器 实际 情况 输入 检索 参数 限制 检索 范围 ， 主 要 有 以 下 几 
* 


数据 库 (database); 蛋白 种 属 (organism species or organism classfication, OS 
or OC); BHM SRS (pl) 和 相对 分 子 质 量 (Mw) EE: FEARNE EE 
Tn. KERR (mass tolerance); 未 水 解 的 酶 切 位 点 数 (maximum num- 
ber of missed cleavage sites, # MC); 最 少 相 符 的 驮 数目 《minimum number of 
peptides required to match) 等 。 根 据 检 索 结 果 判 断 蛋 白质 鉴定 结果 。 

得 到 可 信 检 索 结 果 的 前 担 是 所 测 的 肽 质量 数 准确 度 要 高 ， 参 数 “Mass toler- 
ance” 值 设置 越 小 ， 术 出 的 蛋白 数 越 少 ， 目 的 蛋白 的 检索 得 分 值 与 其 他 蛋 昕 得 分 
(AMARA. HARREN B (PHS2 RABIT; pl 6.77, Mw 97 158.22Da) 
的 8 PK ER (RÆ 0.5 Da 以 内 ) 输入 Peptident, BES E Mw 90 ~ 
110kDa, pI 6—8, mammalia, > WRR% A 5 个 。 不 同 mass tolerance 的 检索 
ARWR 6-3 所 示 。 从 中 看 出 mass tolerance 至 少 要 为 2.0 Da， 目 的 蛋白 的 得 分 
值 与 其 他 蛋白 分 值 才 相 差 较 远 。 


表 4-3 质量 准确 度 对 检索 结果 的 影响 


mass Er EH 
tolerance (Da) 得 分 数目 Ease 
0.5 no — 1 PHS2 _ RABIT 
0.62 1 PHS2 _ RAT 
1.0 1.0 1 PHS2 _ RABIT 
0.62 1 PHS2. RAT 
2.0 1.0 1 PHS?  RABIT 
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br 


mass TUR BOE ES 
tolerance (Da) 得 分 KH Ee 
0.75 2 PHS2. RAT; PHS2_ HUMAN B 
0.62 7 JE PHS2 EJ (CR) 
3.0 1.0 1 PHS2 _ RABIT 
0.88 3 RB. MOUSE; PHS2_RAT; PHS? _ HUMAN 
0.75—0.62 22 非 PHS2 蛋白 OE) 
4.0 1.0 2 PHS2 _ RAKIT: PHS2 _ HUMAN 
0.88 7 dE PHS2 蛋白 OW) 
0.75 0.52 44 dE PHS2 EA (ER) 


=. RBREKDSE SAR PM 鉴定 方法 实例 


图 6-12 是 PMF 鉴定 双向 电泳 分 离 恒 白质 的 实例 !7]， 此 电 白 来 源 于 人 四 血 
病 细胞 ， 经 胰 蛋 门 酶 原 位 梅 切 ，MALDI-TOF-MS 分 析 得 到 PMF， 经 数据 库 检 索 
鉴定 为 人 再 酮 酸 激 酶 (KPY _ HUMAN)。 图 中 标 有 * 的 蜂 是 在 检索 时 与 数据 库 
中 丙酮 酸 滞 酶 肽 质 基 数理 论 值 相 符 的 肽 ， 图 6-13 为 检索 参数 及 检索 结果 

KPY1 _HUMAN 重 白 序列 如 下， 用 阴影 标记 的 序 全 为 性 过 所 得 蛋白 驮 段 质 


a. d 


a; 
HTETI 
3571.54 


Jet 
— HHH 


—— 


1400 — 1900 2400 2900 —— 3400 miz 


H 6-12 2D ELEA RES PMF 图 
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量 数 理论 值 与 实验 测 得 PME 中 质 基数 相符 的 肽 段 序 列 ， 


Wl x3 7g 50.296. 


质量 数 相符 肽 段 的 序列 


MUSCLE ISOZYME) (CYTOSOLIC THYROID MORMONE-BINDING PROTEIN) 


e: 0.51, 18 matching peptides: P14618 rp E “TST, Ww. 57746.62 
KINASE, Wl ISOZYME (EC 2 7.1.40) @PYRUVATE KINASE 


(CTMBP) CHBPI) ~ Kono sepiens. Otemen). 
pecie — l— — 
| — à A sess (ORC modification position peptide sequence links 
alten) 
1197 «5 | 1197 Sez 0 132 fe | 141-150 — ITLDWATNEK 
[igr 45 | 1197 647 0 1913 fof (| 3-4 JDIDSPPITAR 
1399 44 | 1359 705 — 0 2649 [0 Eys Cm 48 | 4355 — NIGIICTIGPASR 
1462.51 | 1462815 | 0.3051 [e| 173-185 IIVIBGLISLQVK 
1821.62 | 1821916 | 0 2963 [1f . | 278-293  RFBEILEASDGINVA È 
[18st 6i | 1837 911 0 3012 [1 (So 290 —— | 278-290  MEDEILEASDGINVA R 
[1899.62 | 1859.9 9 2196 fo] 7 | 230-245  TOVEQDVDNVTASTI R 
Werl Eid RAT ul ae teal dtd nri o RN 
1663.61 | 1883 903 0. 2935 of 7368  LNFSHGIMETIAETI K 
[iso t2 | i930 906 à: 0| AIT & m] 
[sere [| aeo [ 0272. if 383-399 EARAATTMLQLFEEL RÈ _Peptidetess | 
21148 | 2ITS 118 0.3179 0 | 400-421 LAPITSDPTRATAVG AVEASFK - 
252 08 [ 2 [ mse | —— 0239 1 > [ T3-9! [LTSMOTIETHAETL KEVA _BioGraph | 
[2330.94 | 2331 219 0 219 1 | | 399-421 RLAPITSDPTEATAY GAVEASFK - 
[294.980 | 2349. 206 0 2859 i | 201-229  GYNLPGAAYDLPAVS EXDIQDLK - 
2390.98 | 2391.25 0. 2801 E | 504-525 [KGDVVIVLIGWRPGS GFTNTME 
2465.01 | 2465 292 0.2822 of | S2-114 ITATESPASDPILYRY VAVALDTK - 
| 251.02" | 2551275 0 2555 1 [Cys Cam: 473 | 467-488 (GUFPVLCKOPVGEAT AEDVDLR 
ud Eum E TATESFASDPILYRP 
| 
| err. « | 3017.594 0 1541 t| E "n 
€ apii amien hres = 
3494.58 | 3494 541 0 0613 | fiscys_ cas | 2-375 remind nn 
图 6-13 PMF 检索 鉴定 参数 及 结果 
1 11 21 31 4l 51 
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用 PMF Fr 1 UJ; Hg i Se it E B DU D) REC eU E MER HE, 3000 Da 
以 下 的 质量 数 准确 度 至 少 要 好 于 0.5‰。 现 在 较 好 的 MALDI-TOF-MS 质谱 仪 在 
内 标 校正 下 已 能 达到 5 ppm 的 质 起 准确 度 ， 使 检索 鉴定 成 功率 大 大 提高 。 介 即使 


这 样 也 不 能 保证 成 功 鉴定 所 


蛋白 质 ， 有 相当 一 部 分 蛋白 质 不 能 单纯 靠 PMF 鉴 


定 ， 还 需要 结合 序列 信息 。 


Peptldent 
Peptide mass fingerprinting 


Nama given to 


uriknerm protein c apod 1 

Species searched: HOMO SAPIENS (HUMAN) 

Database searched; SWISS FROT 

8.0 Tue 9 

Hy bG minge: SPR 70200 
1197.45 1307.44 1342.49 1359,44 1462.51 1475.46 1556.66 1638,58 1811.63 1821.62 

Peptide nomea for 1837.61 1859.62 1883.61 1931.72 1993.71 2087.81 2107.95 2162.76 2174.80 2183.87 

unknown protein: 2252.88 2272.89 2330.94 2348.98 2383.71 2390.98 2465.01 2477.05 2500.94 2557.02 
2704.96 3017.44 3494,58 3555,60 3571,58 

Tolerance: +025 Elia 

Hininun number of 

peptides required E] 

im natch: 

Haximum nunher 过 

hatching proteins m 

to print: 


Using Peres ore masses of he oecurriug anino acid residues and interpaening your peptide mases as 
[H+ H]* . 

Enzyme: Trypan, allowing for up ic | need cleavages { # HC). 

Cysteine trented with lodoncetnnide tn form carboxyamidamethyl cysteine (Cys _ CAM} 

Methionine in oxidized fom. 


Displaying the first 10 matches. 


Sene Mun AU T Datip 
PYRUVATE KINASE, MI ISOZYME (EC 2. 7. 1. 40) (PYRUVATE 
、 KINASE MUSCLE ISOZYME) (CYTOSOLIC THYROID HOR- 
D.31.— i8 — FLASH RPYIL HUMAN MODE IND) ING PROTEIN) CCTHSP) CTHEPI ). Hee: sapiens 
(Human? 
oso d$ 4085 KbY2. HUMAN PYRUVATE KINASE, M2 ISOZYME (EC 2.7.1. 40). -Homo sapiens 
(Human). 
9.17 5 Ql Y064. HUMAN HYPOTHETICAL PROTEIN KIAADOS4 (HA1355 }.-Homo sapiens 
Hu — (Human). 
MYELIN TRANSCRIPTION FACTOR 1(MYTI)(MYTID PROTE- 
D.17. — 86 — 49038 MYTI_ HUMAN — OLIPID PROTEIN BINDING PROTEIN} (PLPBI} (FRAGMENT). - 
Homes sapiens (Human). 
0176 2S6 GRKE_ HUMAN © PROTEIN COUPLED RECEPTOR KINASE GRKé (ECT2.7.1. - 
MM Herne sages [ Human}. 
、 CYTOCHROME P450 344 (EC 1.14.14.17(EYPIIIA4JTMTFEDIP- 
. JRGRA CHS IMAN 
amv £ PURGE C4 _ HI INE OXIDASE) NF-25) (P450-BCN1 ).- Homo sapiens (Human). 
niu 5 OBGGERAH HUMAN GTRBINDING PROTEIN ERA HOMOLOG (FERA) (FRAG- 


MENT), -Honi sapiens t Human) . 
6.14 5 QI CALI HUMAN  CALICIN (FRAGMENT). -Home sapiens ( Human} . 


CHAIN 1: HEPATOCYTE GROWTH FACTOR ALPHA CHATN. - 


， P14210 HGF | HUMAIN _ 1 
gu 3 — e Home sapiens (Humani. 


CHAIN |; MITFOCHONDRIAL TRIEUNCTIONAL ENZYME AL. 


oid 5 P40939 ECHA | HUMAN _1 PHA- . t 5, 


nl Hy 


7,57 57746, 62 


7.95 57782.66 


7.07 52901.24 


undefined undefined 


8.33 65968 92 


5.3 57208 07 


undefined undefined 
undefined undefined 


7.69 33684, 21 


8,98 78969, 76 
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第 四 市 ”串联 质谱 数据 鉴定 蛋白 质 技术 
〈 肽 序列 标签 与 蛋白 质 从 头 测序 技术 ) 


一 、 串 联 质谱 测 定 多 肽 序列 原理 


蛋白 质 由 20 种 氨基 酸 组 成 ， 一 段 3 T ORENSE RACE 20° 种 可 能 排列 方式 ，4 


个 氨基 酸 的 脉 有 205 种 可 能 排列 方式 一 个 特定 序列 的 4 Hk 


1/160 000。 所 以 5、6 个 氨基 柄 残 基 的 序列 片段 在 一 个 重 白 质 组 中 
特异 性 ， 可 以 用 来 鉴定 蛋白 质 。 


H 现 的 概率 为 
已 具有 很 高 的 


捉 联 质谱 仪 可 获得 虑 段 序列 信息 。 虹 有 妃 母 离子 在 质谱 仪 的 碰撞 室 经 高 流速 情 
性 气体 碰撞 解 离 ， 沿 肽 链 在 酰 膀 键 处 断 虱 并 形成 子 敲 子 。 肽 键 断 裂 时 ， 会 产生 
a. b. c 型 和 x、vyv、z 型 系列 离子 (图 6-14), a, b, 型 离子 保留 肽 链 N IS, 


Y 


R, E 


o 2M 
' | i l 
HN -— CH —cC 一 NH —CH =C NH — CH ~ COH 


1 E 


a G: 1 
b, 
RI O R2 R20 R3 
| OH ] l l é 
HN-C-C-N eC OmC-tc- —N—€—COOH 
H H H H H H H 
a, x, 
R10 R2 R20 R3 
m. RN rd È 
H,NCC-C-N-C—CEO' HNE ~C—y {COOH 
H pA H H H H 
1 y, 
RIO 820 R2 9 R3 
ede "—C—NH; -é—u-b-coon 
H H H H H H 
C z 


FK 6-14 SRR HE PE HL BR TORO PS 
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HEREA., x y. zA ATRA TE CH, HOBART N oH, Hob 
和 型 离子 在 质谱 图 中 较 多 见 ， 丰 度 较 高 。 还 会 出 现 b-HzO 和 y- NH, FATE 
Ao y. b 系列 相 邻 离子 的 质 直 盖 ， 即 为 氨基 酸 残 基质 量 ， 根 据 完 整 或 孔 补 的 y、 
b 系列 离子 可 推算 出 氨基 酸 的 序列 ，20 种 基本 氨基 酸 残 基 的 相对 分 子 质量 见 表 
6-4。 质 谱 方法 不 能 分 辨 亮 氨 酸 (Lew L SRRAR (jie，I)， 二 者 为 同 分 蜡 
构 体 ， 残 基 相 对 分 子 质 基 均 为 113.08406 (momo), FARR (Gin, Q SRA 
酸 (Lys, K) 的 党 基 相对 分 子 质 量 十 分 接近 ,分别 为 128.05858 (mono) 与 
128.09496 (mono)， 和 需要 质 赠 仪 的 质量 分 辩 率 和 准确 度 十 分 高 才能 正确 分 析 。 


6-4 加 种 所 基 酸 残 基 (【 NH HCR—C—O ] 相对 孝子 质量 


IEEE 单 问 ERAAN 平均 相对 分 子 质 量 
Monoisotopic average 
H3 Glycine (G) 57.02146 57.0519 
HAR Alanine (A) 71.03711 71.0788 
HAR Serine (5) 87. 03203 87.0782 
WAR Proline (P) 97.05276 97.1167 
SAR Valine (V) 99. 06841 99.1326 
IAR Threonine (T) 101.04768 101.1051 
ERE Cysteine (C) 103.00919 103. 1388 
REAR Isoleucine (1) 113. 08406 113.1594 
HAM Leucine (L) 113.083406 113.1594 
XA BEBE Asparagine (N) 114.04293 114.1038 
ASEM Aspartic acid (D) 115.02694 115.0886 
1 38 REIR Glutamine (Q) 128.05858 128.1307 
WE ES Lysine (K) 128.09496 128.1741 
ARR Glutamic acid (EJ 129.04259 129.1155 
PEME Methionine (M) 131.04049 131.1926 
SH SR Histidine (H} 137, 05891 137.1411 
PTAA Phenylalanine (F) 147.06841 147.1766 
BOE Arginine (R) 156.10111 156.1875 
WEE Tyrosine (Y) 143.06333 163.1760 
EAM Tryptophan (W) 186.07931 186.2132 


| 117+ 


二 、 串联 质谱 分 析 航 上 段 席 列 实例 


我 们 曾经 分 析 过 核糖 核酸 酶 BM RaW, BRR BATA 
除 糖 后 ， 用 Glu-C 酶 切 ， 在 酶 切 产 物 的 肽 指纹 谱 中 ， 有 一 段 m/z 4792.23 W ik 
段 ， 其 质 二 数 与 任何 理论 肽 段 质量 数 均 不 相符 。 后 来 经 串联 质谱 分 析 ， 测 得 其 部 
分 序列 为 TSAASSSNYCNQM， 与 理论 序列 比较 后 发 现 ， 此 序列 所 在 的 酶 切 肽 段 
理论 值 与 实测 值 机 莽 203， 恰 好 是 一 个 N - 乙 酷 气 基 己 糖 的 质量 数 ， 表 明 此 肽 及 
上 还 连接 有 … 个 N -乙酰 氨基 已 糖 。 图 6-15 是 m/z 4792.23 的 串联 质谱 图 及 解析 
出 的 部 分 序列 。 

merus a ETE erm — + or wpm rene 


PR XA Uc | Mr aR OE YN SB Aga ATi 一 一 
: : : ATRZ XXe. + 
i ! 


iam | 5872 nm i orn 


6-15 核糖 校 酸 酶 BB 的 Glu-C BARR m/z 4792.23 69 8E EE FERE PA E A tr h HER 


理论 序列 ， 

RQHMDSS | Tuk RW MKSR [NLT KDRCKPVNTFVHE 

防 影 标记 的 部分 为 申 联 质谱 解析 出 的 序列 ， 方 框 内 序列 为 天 冬 酰胺 序列 
为 糖 基 化 位 点 。 

肽 段 理 论 质 其 [MH]! m/z : 4589.10 

肽 段 实测 质量 [M+H]' m/z : 4792.23 

实测 值 与 理论 值 之 差 . 4792.23 4589.10 = 203.13 (N -乙酰 氨基 已 糖 质量 
数 ) 
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SARE AIRSET Ca AER, A PAR, EA E R 
酸性 条 件 下 ， 发 皖 作 用 的 糖苷 内 切 酶 的 切 点 在 第 LEGERE, MAR AN- 
酰 氨 大 葡 花 糖 仍然 角 在 大 冬 酰胺 效 基 上 ， 造 成 此 肽 段 质 其 数理 论 值 与 实测 值 的 仿 
=, 


=. KEARSE SERRK 


与 PMF id AE EL, RR AR A PR, BT 
软件 帮助 计算 识别 b、y FR ASR, Nen Se EF su TE, B 
PER EE STS, HE a} EE Qr CE FE PURIS BET RC 
MAKER tt, CURR A, IK A n ER) 
(peptide sequence tag, PST)， 或 者 直接 用 串联 质谱 数据 进行 检索 。 沼 用 的 串联 
质谱 数据 鉴定 蛋 门 质 检索 程序 网 站 见 表 6-5。 


* 65 ”串联 质谱 数据 检索 程序 网 址 
AH EM ES L2 8 Bi 


MS- Tag http: // prospector. west, edu ucsfhiml3. 2/ mstagid. htm 
http: // prospector. uest, edu/ ucsfhtml3. 2/ mstag. htm UCSF Mass Spectrometry Facility 


MS-Sey letp:// prospector, ucs, edu/ucsfhtmi3.2/ msseq. hrm 


. ProteoMetrics and Rockefeller Uni- 
PepFrag http:/ /prowll . zockefeller. edu/ prow! / pepfragch. html 
versity 


u The UK Human Genome Mapping 
MOWSE hitp: / srs, hgmp. mre. ac. uk/ cgi-bin/ mowse 
Project Resource Centre 


hup: // www. matrixscience. com/cgi/index. pl? page 
Mascot Matrix Science Lid., London 
= fsearch _ form _ select. html 


. http://www. mann. embil-heidelberg . de/CiroupPages/ 
PeptideSearch EMBL Protein & Peptide Group 
Pagelink/peptidesearchpage. html 


PST 检索 鉴定 实例 ， 

例 1. A HB LEE SE ELO BEBE ETE ES UTRK Et a RUPEE T VE £T IB HERI BEAR ET 
BERASE. K 6.16 5 LEE SE E30 R E A Pe ESLQ-TOF Ikt 
S Eg , ER AL fit AOR m/z 908.4 为 全 离子 ,图 6-17 AES A UR A, 
RIE EE HE T i JF bp (390.3) VNLVQQW (1257.8), 用 于 数据 库 检 索 
查寻 。 检 索 程 序 为 PeptideSearch, GRBRMA ERE 6-18, 

检索 程序 正确 地 查寻 出 可 产生 这 … 且 序 列 标签 的 肽 锚 序 列 ,结果 还 显 取 这 -… 
序列 只 出 现在 中 红 和 蛋白 前 序列 中 。 
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MS: from sampa +0 


424.560 


460.280 


Nanospray TOFMS, Sample 10 


536.284 


550 


400 


848,584 


808.177 


£93.177 


aoe 


616/177 


29.337 660.169 


942.751 


da m" Slo Boo B50 mz, amu 
MS: from sample 10 € 
1060.3954 
130 
1130.966 
100 
1211.908 
, 1304.857 1413.533 


1050 1100 1150 1206 1250 1500 t350 7400 14500 mir, amu 
图 616 CWS AR Ea SIEUT 09 ESI-Q-TOF 上 肽 指纹 图 
PRODUCT: tram mama ot B08.4 
ya 
300 
MHz MSMS of 908.4 
geo v 
280 y2 
240 Sequence TAG 
220 L ¥ 
I 
200 | ys ye {390.3}VNLVQOW(1257,8) 
180 | 
180 i 
[| 
140 i a wW 
129 b2| a |yg yp 1257.8 
1 YT 
"ur N be |， | yto 
"n i pl va | il M | 
^o aa | |: bg 
yy) Bs li |; P10 
^L i En b11 2 
| bs 1 
20 t E f ¥11 y13 944 
200 0 "OD 500 1000 1200 1406 t600 
图 6-17 SO SARS ARR m/z 908.4 EG E E E RE E 
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Search parameters 


Sequence tag = (Goo. 3) vnivqqu (1251. 8): 
Protein mass range Q-300 kDa : 
Cleavage agent Trypsin 

Peptide mass accuracy fb. 5Da | 

{Methionine is Native 

(Cysteine is a vs. 

(Peptide mass 1814.8 

(atch regions — Vand 2 and 3 
[Search by sii o -type sequence ions 

[ALL owed number of errors |l_ 


‘Nominal mass [Isoleucine equais Leucine 


| Nominal mass | lut amine equals Lysine 


Peptide found 


Database accession Protein Name 


jPO2188|NYG HORSE 


Æ 6-18 PST(390.3) VNLVQQW(1257.8) E à EE EUR 


icLSDCEWQQVLNVGK . i : 
jspemas 15.96 lovi ssnew:Po21g8 OA OBE Zi 
| MEN A 
| Lc ag |pah:1BJE (not known by LIBJE H64T VARIANT OF 
| - SRS) guo 

pdb: LER (not known by [LHR TYOGLOBIN MUTANT WITH 
| 16.98 Pees | 
| 一 一 d ( 
| 16. 98 ees IRSE nat known by ps NYOCLOBIN (HORSE HEART): 
| 一 l MEN aus 
iCL SDCERQQVLNVIGE 16. 95 Rees ACH {not known hy i yc NYOGLOBIN (BORSE | 
i NR mnn m lum "" = . I a url let o enun e — 
H " 
| SOCEINRVLNVIGE 16, 98 Te 1TA (not know by — | v, ITOGLOBIN (HORSE HEART) 
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Nk G—L—5-—D—G—E 


| 2. [8 6-19 VER FRO m/z 740.4( 双 电荷 离子 , 中 性 分 子 质 量 为 
1478.8Da) MY EK Et Ay AB EX ER HE a FS, 检索 用 肽 序列 标签 为 "(685.43) QFG 
(1017.6)", & 6-20 是 PST 检索 参数 及 鉴定 结果 。 

检索 结果 表明, 在 所 设 和 参数 范围 内 ,检索 程序 在 蛋白 质数 据 库 中 检索 到 一 段 肽 
序列 “LGEYGFQNALLVR”, 该 序列 可 以 产生 肽 序列 标签 "(685.43 ) QFG 
(1017.6), iR RE FU RK BEOR E] "P LIÉ E RES e 


06607 Q..3.T4Q 
12001201531 MaxErk 3 6 (Ev-105040,E50. En] (0.050,200.00,0 200 1400.00,3/0me) 1: TOF MOMS 740 .00ES+ 


一 -一 二 一 二 一 一 十 |a F—+¢4 Y —] (238.35) | vex 


100 17812 


图 65-19 MS/MS SERA 


Ug. PSD 质谱 数据 检索 鉴定 技术 


MALDI-RETOF 质谱 仪征 序列 分 析 得 到 的 是 肽 段 源 后 误 变 (PSD}? 产 生 的 亚 稳 
离子 峰 , PSD 数据 不 宜 形成 完整 的 y 或 b 离子 系列 ,直接 解析 序列 较 困 难 , 有些 检 
索 程 序 可 以 直接 利用 不 经 处 理 的 PSD RS RETR RAS Se, 

例 1; 图 6-21 SE ET EE SK XX Hk C Angiotensin) ff] PSD 质谱 图 , 质谱 数据 直接 进 
行 联机 检索 , 检索 结果 如 下 : 

根据 PSD 质谱 数据 ,检索 程序 自动 选取 38 个 丰 度 较 高 的 谱 峰 质 甚 数 ,用 这 些 
质量 数 在 数据 库 中 查寻 可 能 产生 相似 PSD 数据 的 肽 段 , 鱼 果 正确 检索 出 血管 紧张 
XE (angiotensin) a9 FFF. PSD 数据 中 共有 19 TR SRR SIA KRY 
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Search parameters 


*quance lag m. A3) £g CIT. 8 
Protein ması range rain E 
[freue aget [rypsin 


Peptide MAIS accuracy ps Tre 
des omine is Mative : 


get de Masi 


Eu Pegi ont | and Z and 3 + 


Bearch br tm sequence jeni 4 
fu owed nuaber of wre EE 
dez mast Pxcleacine equals Leucine 


rtm equals Lysine 


Search result 


i 
3 pee accession Pratein Hane 


| sri ssnew:P49822 ALBU CANFA SERUM ALBURIN PRECUE| 


| sai saprot: PO2TE9 


swissprot:P4Sgn?22 


| 
| 
qe Swissprot: P4UÜ64 
i. 


图 6-20 Peptide Sequence Tag 检索 结果 


10 17.6 685.43 


N 端 L—G--E—Y N—A--L—L—V--R CH 


理论 值 相符 , 检索 结果 列 出 了 所管 紧张 素 肽 的 PSD 数据 理论 值 太 各 种 离子 的 类 
型 ,并 标记 出 与 实验 测定 值 相符 的 质量 。 
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图 6-2t 血管 紧张 素 肽 (myzl046.54, + 1083 PSD 质谱 图 


例 2: 图 6-22 是 双 向 电文 分 离 的 a 粒子 辐射 诱导 人 支气管 上 皮 细 胞 中 的 一 个 
SARAH MALDI-TOF-MS Bf SNE, 选取 其 中 m/z 1716.05 的 峰 进 行 PSD 分 
析 , 图 6-23 是 PSD 的 谱 图 ,用 该 图 数据 在 Mascot 网 站 检索 , 检索 出 该 蛋白 质 为 
maspin precursor, 检索 结果 见 图 6-24。 
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GGexcts Mascot Search Results 


Peptide Vlew 


MS/MS Fragmentation of DR VYIHPF 


Found n ANG2 BOTJA, ANGIOTENSIN-LIKE PEPTIDE II (FRAGMENT). - BOTHROPS JARARACA 


(ARARACA) 


Match to Query 1 (1046. 54,1+) 
From data fle DATA TXT 


Click mouse within plot area to zoom in by factor of two about that point 


Or, p ef Da 
Monoisotopic mass of neutral peptide (Mr): 1045.53 
lons Score: 33 Matches (Bold ): 19/42 fragment ions using 38 most intense peaks 
#: 1 2 3 4 5 6 (7 8 
a: 88.04 244.14 343.21 506.27 619.36 756.42 853.47 1000.54 
a-NH;: 71.01 227.11 326.18 489.25 602.33 739.39 836.44 983.51 
b: 116.03 27244 371.20 534.27 647.35 784.44 881.46 1028.53 


b-NH,; 99.01 255.11 354.18 517.24 630.33 767.38 864.44 1011.51 


Seq: D R V Y I H P F 


y-NH,: 1029.52 914.49 758.39 659.32 49626 383.17 246.11 149.06 


y: 1046.54 931.52 775.41 676.35 513.28 400.20 263.14 166.09 
#: 8 7 6 5 4 3 2 1 
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J 1716.050 


1716 1718 m/z 


1400 1600 1800 2000 2200 m 
/x-iying/20010515-30A/0. Gj3 ISRevpdata;! Administrator Fri May 18 10:05:35 2001 


图 622 ae REPRESS A ^UE EE AE SER OUR 


3 
wi 
una 
2 e 2 
m7 
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| MATRIX 
SCIENCE 


Peptide View 


MS/MS Fragmentation of DELNADHPETYIIR 
Found in MASP_ HUMAN, MASPIN PRECURSOR (PROTEASE INHIBITOR 5). -HOMO SAPIENS ( HU- 
MAN). 


| Mascot Search Results 


Match to Query 1(1716.95,1 * ) 
From data fle DATA TXT 


Average mam of neutral peptide (Mir) 1715.93 
Fixed modifications: Carbarnidorsedhyl (C) 
kea Score 45 Machen (Bold Red) (17/78. fragment ions uing 32 most inverse peaks 


B 1 2 A a 5 6 7 a LÀ 10 11 12 13 it 

a; 83.09 217.20 330.36 444.43 515.54 630.63 757.77 864.89 1012.07 1125.23 1288.40 1401.56 1544.72 1670.91 
", 271.06 200.17 313.33 427.43 498.51 613.60 xe 74 B736 995.04 1108.20 1271.37 1384.53 1497.69 1653.88 
b: 116.]0 245.21 338.37 472.48 543.35 658.64 5.78 892.90 1040.06 1153.24 1316.41 1429.57 1542.73 1699.92 
99.07 228.18 341.34 455.44 526.52 6l. 61 T. 75 95 a 1073. t 113%. n 123, 38 ws. E 1525. 70 1681.29 


N A D R 
1699.90 1584.82 1455 70 1342,54 1228.44 1157.36 1042. 27 sos. 13 303.01 660.82 547 68 324 50 271.34 15518 
1716.93 1601.85 1472.73 1359.57 1245.47 1174.39 1059.30 922.16 825.04 4677.87 564.7] 401.53 288.37 In. 21 
9 5 i 


b" 

Sa: 

Lid 

y 

B: 14 13 12 

immonium ins. 

Ioni; Bà. 09 102.11 86.16 87.10 44.08 BRO 110 34 70.11 120.17 85.16 136.17 86.46 56. 16 129.15 


图 6-24 Mascot 网 站 检索 姑 果 


五 、"O 标记 从 头 测 序 技术 


串联 质谱 图 中 谱 峰 的 类 型 较 多 , RA ERE, 如 时 样品 的 纯度 不 是 很 好 ， 
样品 溶液 中 夺 盐 干扰 , 谱 图 噪声 较 大 , 要 从 中 找 出 完整 的 y 或 b 型 离子 系列 , 读 出 
完整 的 肽 序列 较 困 难 。PST 等 检索 方式 虽然 提供 了 用 部 分 串联 质谱 数据 鉴定 蛋 
El HEB RC, 但 对 于 结构 未 知 的 新 蛋白 , 如 果 要 设计 DNA 探 针 或 在 蛋白 质数 据 库 
及 表达 序列 标签 库 (EST) 中 进行 同 源 性 检索 , 至 少 需要 一 段 含 10 一 15 个 氨基 酸 残 
基 的 序列 。 

为 了 提高 对 串联 质谱 数据 的 解 该 能 力 , 尤其 是 对 y s b 型 离子 系列 的 辨别 能 
力 , SE BAT ABE) MKF (de novo sequencing), 可 利用 化 学 修饰 的 方法 使 该 种 离 
子 具 有 某 种 特征 , 从 击 易 于 辨别 。 目 前 较 常 用 的 方法 是 1sO ink), Be 
是 , RARER ER, ERREP HO 和 HO 各 占 和 % ,这样 酶 解 后 肽 段 的 送 基 
m E9732 318883 O O 同位 素 丰 度 比 为 1:1, 使 得 y 型 离子 系列 ( 均 含有 胀 链 的 
OF RR eet AY M+2/M 的 同位 素 峰 的 丰 度 比 高 于 正常 末 标 记 *O 离子 的 同位 素 
峰 的 证 庶 比 (图 5-25), 根据 这 一 特征 可 以 较 容易 地 分 辨 出 y 系列 离子 , 用 这 种 方法 
可 以 较 准 确 地 读 出 10 个 以 上 的 氨基 酸 序 列 。 
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第 七 章 ”蛋白 质 翻 译 后 修饰 的 鉴定 


出 二 功能 的 需要 ,许多 蛋白 质 在 翻译 中 或 翻译 后 会 在 氨基 酸 链 上 共 价 结合 

种 非 胀 类 其 团 , 形 成 翻译 后 修饰 ,修饰 基 团 约 有 20 多 种 类 型 ,常见 的 如 磁 酸 化 和 糖 
基 化 修饰 。 有 些 收 饰 基 团 只 出 现在 蛋白 的 N 端 ,与 氨基 酸 种 类 无 关 ; 有 些 却 只 出 
现在 某 儿 个 氨基 酸 残 茜 上 ,与 氮 苦 酸 位 置 匹 关 ;还 有 些 修饰 现象 既 与 氨基 酸 种 类 有 有 
关 , 又 与 其 位 置 有 关 。 这 些 修饰 基 财 会 影响 蛋白 质 的 相对 分 子 质 量 和 等 电 点 ,使 其 
在 双向 电泳 胺 上 储 离 其 理论 位 置 。 蛋 白质 的 翻译 后 修饰 与 其 活性 与 功能 状态 有 
美 ,也 与 蛋白 质 所 在 细胞 的 种 类 和 生命 周期 相关 , 因此 翻译 后 修饰 也 是 蛋白 质 鉴 定 
工作 的 一 项 重要 任务 。 由 记 蛋白 质 组 学 的 研究 策略 是 从 整体 上 了 解 纽 胞 蛋 外 的 功 
能 状态 ,所 以 从 整体 上 了 解 重 百 质 的 翻译 后 修饰 也 是 蛋 拍 贰 组 研究 正在 面临 的 技 
术 挑 战 。 蛋 白质 的 糖 基 化 修饰 和 楼 酸化 修饰 在 生命 活动 中 具有 重要 的 调控 作用 ， 
因此 也 关 月 前 蛋 据 质 组 中 翻译 后 修饰 研究 的 热点 。 


第 一 节 磷酸 化 蛋白 质 的 鉴定 
—, ERAN SRRBRILENRADR 


EPE REIRE ATTE A PR HEZE te AT ShA ed BAe I, 这些 反 应 过 程 
TEM am e PUES, A PK BGB ES BL de YP a SY 
Tfi 3 A AR ERO 3] Re A ZEE SERE PAUSE ILS A ESE 
YE Wi ESB, SO Ke (LU BER CE P855, 而 
蛋白 质 磷 酸化 是 最 常见 .最 重要 的 共 价 修饰 方式 。 在 哺乳 动物 细胞 周期 中 , 大约 有 
1/3 的 重 白质 发 生 过 磷酸 化 的 修饰 ,在 将 礁 动 物 基 国 组 中 , 有 $% 的 基因 编码 的 蛋 
白质 是 参与 磷酸 化 和 去 磷酸 化 过 程 的 蛋白 激酶 (kinase) #0 BERE (PE ) B ( phos- 
phatase)tll 。 蛋 白质 的 厂 酸 化 和 去 磷酸 化 这 一 可 逆 过 程 几乎 调节 着 生命 活动 的 所 
有 过 程 ,包括 细胞 的 增殖 ,发育 和 分 化 、 细 胞 骨架 调控 、 细 胞 凋 亡 、 神 经 活动 .肌肉 收 
缩 .新 陈 代 谢 . 肿 瘤 发 生 等 ,并 且 可 赣 的 蛋白 质 磅 梧 化 是 目前 所 知 遵 的 最 主要 的 信 
号 转 导 方式 。 公 种 质 磷酸 化 过 程 中 碰 酸 基 团 的 来 源 是 细胞 内 主要 的 能 量 分 子 
ATP, ATP 在 细胞 内 很 丰富 , RT UL eR BR DL ET ETT. TEL OH IE 
HIT SE i St RBG IU, OY EAP eH, SEBR (555 AR E 
A a OY, BR PE REDE eR eT E RR (6 
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RE. ERREI TJ SE E MER] DA etd E Brit B ar, tE wm VL DRE (eH 4E PE 
质 ,或 者 改变 蛋白 质 的 构象 , 或 者 改变 蛋白 质 的 亚 细 胞 分 布 .表现 为 蛋白 质 功 能 变 
化 的 多 样 性 2。 

真 核 细 胞 蛋白 质 的 磷酸 化 翻译 后 修饰 一 般 星 O - 磁 酸 化 , 即 礁 酸 化 位 点 在 蛋 
ARHAR (Ser) 2 UR CT hr Fil BAR CT yr) 9 AE (RI BE BG 6 3E E, 而 原核 生物 
中 蛋白 质 的 磷酸 化 位 点 常 在 组 氨 酸 (Jis) RS AR Asp) PILIS SEE (Glu), 此 外 , 在 
fA (Lys) 、 精 氨 酸 (Arg) 和 半 胱 氢 酸 (Cys) 上 也 会 发 生 磷 酸化 收 饰 。 不 同 的 重 
白 激 酶 可 识别 和 人 收 饰 不 同 蛋 白质 的 不 同位 点 (不 同 的 氨基 酸 顺 序 )。 图 7-1 是 真 核 


4m Ber AE co kE ck adi qp on pm geh se ae Ab due és cy ELO nb Bi Eb 


rp HOR. HH ELE £o — HR SERE HL DK ES, 磷酸 化 重 白质 的 检测 通常 用 P 
BOR HE TR Ic RICE id RETO DLIPERR SE B UL D ER RZ 03 Jr TE, BEER (E E EY RS 38 
定 可 以 用 肽 质 大 指纹 谱 方 法 或 串联 质谱 测序 方法 , ERR eT 
E EE PTR Se, 有 些 情况 下 , 在 质谱 分 析 前 还 需要 对 厂 禹 肽 进行 富 集 , 如 金 
属性 合 离子 亲 和 和 提取 法 。 在 本 章 的 下 面部 分 将 分 别 对 这 些 方法 于 以 介绍 。 


三 、 磁 酸化 蛋白 质 的 检测 
1. PP 放射 性 标记 法 

从 蛋白 质 组 水 平 栓 测 故 各 化 蛋白质 最 经 典 的 方法 是 YP 放射 性 标记 法 。 也 就 
是 用 放射 性 3P 标记 的 ATP 处 理 细胞 , 使 ?2P BARMERA. Bike, 
培养 待 标记 的 细胞 至 适当 的 生长 期 ,在 生长 旺 兢 的 细胞 中 磷酸 盐 的 转运 达到 最 高 
kk, AS BEER EY oci HE ERE Cl DMEM) 震 换 原 来 的 细胞 培养 液 , 并 加 入 {32P] 
EEEE itin, 使 细胞 ATP 库 与 *P 平 衡 , 蛋白 激酶 利用 被 放射 栋 记 的 ATP 
使 底 物 磁 酸 化 。 培 养 约 2 h 后 裂解 细胞 提取 和 蛋白质, 随后 进行 2-D 电泳 分 离 ,放射 
自 显影 检测 磁 酸 化 蛋白 质 。 

此 方法 的 局 限 性 在 于 , IA Ea EE RR (SE PLI, 只 能 掺 入 少 
BARMERA, 有 可 能 检测 不 到 。 另 外 , 不 同 的 氨基 酸 有 不 一 样 的 磅 酸化 /去 
厂 酸 化 代谢 速率 , APRS ALY PE BA, EA 
酸 之 间 进 行 定 量 比较 时 要 注意 这 一 问题 上 1。 放射 性 标记 方法 虽然 灵敏 而 有 直观 ， 
企 是 舌 为 存在 放射 性 污染 的 问题 ,所 以 在 相当 条 的 实验 室 是 不 适用 的 。 


2. 抗体 免疫 印迹 检测 法 


用 抗 醇 酸 氨 基 酸 抗体 与 只 酸化 蛋白 质 进 行 免 疫 印迹 反应 (western blotting) 来 
检 出 磁 酸 化 蛋 折 质 也 是 目前 较 常 用 的 吏 酸 化 蛋白 质 分 析 方 法 。 现 在 已 经 有 商品 北 
AMAR 、 丝 氮 懂 和 苏 氨 酸 栈 酸 盐 抗体 , 其 中 抗 酷 氨 酸 磷酸 盐 抗 体 的 特异 性 最 
好 ,也 最 为 常用 。 抗 厨 酸化 丝 气 酸 和 苏 氨 柄 抗体 的 特异 性 不 太 高 ,因为 抗原 决定 艇 
太 小 , 杭 原 抗体 结合 位 点 有 空间 障碍 , 所 以 某 些 磷酸 化 蛋白 质 不 能 被 检测 。 以 下 是 
用 抗体 免疫 印迹 检测 法 分 析 的 一 般 步 又 [1'41。 

a) 细胞 蛋白 质 样 品 的 制备 

细胞 培养 结束 后 加 裂解 液 提 取 细 胞 蛋白 质 , RD ERE n DEAL xe P BESSER 
制剂 , 以 避免 细胞 裂解 后 发 生 的 蛋白 质 磷 酸化 或 去 磷酸 化 作用 。 加 入 所 化 销 可 抑 
制 丝氨酸 / 苏 氨 酸 磷酸 酶 的 作用 , 加 入 钒 酸 销 可 抑制 酷 氨 栈 礁 酸 酶 的 作用 , 加 入 
EDTA 可 抑制 蛋 占 激 醇 的 活性 。 册 于 许多 参与 信号 转 导 的 本 酸化 蛋白 质 都 是 跨 膜 
BAR, AMMA ee ARR Se EERE ABBA ei IPG 胶 上 的 
溶解 性 。 
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b) —H s, — HE BL Dk a) PS AB A EI f 

按照 常规 SDS-PAGE 或 双向 电泳 的 操作 步骤 进行 蛋白 质 分 离 。 

c) SR 

电泳 结束 后 将 胶 上 和 蛋白质 电 转 印 到 膜 上 ,常用 的 转 印 膜 有 硝酸 纤维 素 膜 (ni- 
trocellulose) t1 PVDF 膜 (polyvinylidene fluorine, 聚 偏 二 气 乙 燃 )。 转 印 的 效率 取决 
于 和 蛋白质 从 腔 上 转移 到 膜 上 的 效率 以 及 四 白质 与 膜 结合 的 效率 , 转 印 缓冲 液 中 合 
有 一 定 浓度 的 甲醇 (10% 一 20%) 可 以 提高 蛋白 质 与 印迹 膜 的 结合 效率 ,但 是 甲 本 
KERES KAEA RARR PREK, 尤其 是 高 相对 分 子 质量 的 蛋白 质 。 半 
干 转 印 仪 和 糟 式 的 湿 法 转 印 仪 都 可 以 用 来 转 印 ,但 半 干 转 印 仪 的 转 印 效率 不 如 证 
法 转 印 仪 。 

d) Western blotting 5t ^Y 

fEED E HE RARER pL PR OV. di FMA 
^F PPAR LIP EE Gr, BAAN BE DS FERE FH OSSIBUS (Blotto) E SEPT SE. B 
KL BH BRAY Western blotting 反应 可 以 使 用 牛 血 清白 蛋白 BSA( 组 分 V), 或 牛 血 
清白 蛋白 与 鸡 履 白 愉 白 的 混合 物 作为 封闭 滚 。 一 抗 反应 结束 后 使 用 针对 第 一 抗体 
的 羔 根 氧化 物 酶 偶 联 的 第 一 抗体 钙 育 , 并 用 ECL 检测 系统 检测 厨 酸 化 蛋白 质 。 

e) EARNE 

为 了 鉴定 检测 出 的 磷酸 化 蛋白 质 , 可 以 平行 运行 两 抉 2-D 胶 。 其 中 -- 块 作为 
分 析 胶 , 另 一 块 作为 制备 胶 。 将 分 析 膀 分 离 的 细胞 蛋白 质 电 转 印 到 PVDF RE E, 
进行 免疫 印迹 反应 ,检测 出 醚 酸化 蛋白 振 , 再 染色 显 出 其 他 全 部 蛋白 质 。 和 制备 胶 分 
AHERE EJ, 与 分 析 胶 转 膜 后 的 谱 图 及 免疫 印迹 后 的 X 秽 片 进行 对 
比 , 在 制备 腔 上 找 出 相应 的 磷酸 化 蛋白 质 进行 进一步 分 析 ,人 鉴定。 图 7-2 是 这 一 方 
法 策略 的 基本 流程 图 。 


样品 制备 (细胞 、 组 织 、 体 液 辟 白质 提取 ) 


dc ODE Aik 分 析 型 2D 胶 电泳 


考 马 斯 亮 落 染 色 


找 出 相应 的 磷 柄 | RE 
tEAM 
磷酸 化 蛋白 质 鉴定 | 


Fd 7-2 磷酸 化 重 听 质 组 的 抗体 免疫 印迹 分 析 策 赂 


碍 本 氨基 酸 抗 体 免疫 检测 
一 ARB LEAR 


IG RIA EA RS 
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SU S FEE ES UE (o eT UA Si S EDCOE OR A er. BUR EK a 
Bg 2 i ^c 5s LAB EE FLUE ER SUE RO pL GIF ARNE DL IV, 免疫 沉淀 物 洗 脱 后 再 
ITERA Western blotting 反应 , 这 样 在 电泳 之 前 可 以 先 窗 集 目 的 蛋白 质 ， 
但 这 样 也 有 可 能 丢失 部 分 低 半 度 的 目的 蛋白 质 。 

在 目前 有 关 息 白质 配 酸化 修饰 的 重 白 质 组 研究 工作 中 , 用 得 较 多 的 技术 就 是 
撤 体 免疫 印迹 检测 分 析 方 法 。 这 些 工 作 主 要 集中 于 研究 在 不 同 生 长 因子 ,细胞 因 
子 或 其 他 因素 的 刺 汕 下 , 细胞 内 重 台 质 磷酸 化 状态 的 变化 ,进而 揭示 有 关 的 信号 转 
Site ek tk FR 4: (e gu gg 5i. 

下 面 举 一 个 例子 予以 说 戎 。Xavier F Csar 0") 9 巨 轿 细胞 集落 刺激 因子 CM- 
CSF) Ab X8 Ei 78 MHAE FDC-PT 的 野生 型 (FD/WT}) 和 CSF 受 体 上 807 位 氨基 酸 突 
变型 (Y807F), 38i LE Of A An BI REL A IER (OC Se Y807F 突变 的 影响 , 鉴别 与 
ER A a 2 [LABOR BI RR [EE IH E, CSF 受 体 究 变 型 Y807F 是 将 FD 细胞 内 CSF 
受 体 CSF-IR 序列 中 807 (Z0 8858 BRK AEA AR, 这 种 突变 型 细胞 失去 了 在 
CSF EE Pat ft A ERR AMARA RET, SEA, FD/807 和 FD/WT 细胞 在 含 1% 
血清 的 基质 中 抑制 生长 18 ht 未 刺激 ), 然后 用 CSF-1 处 理 Smin( 刺激 ), 细胞 蛋白 
MA EREIN, FEED STREET HE SEE LL, 用 抗 磷酸 酯 氮 酸 杭 体 检测 。 遂 过 
比较 未 刺激 的 FD/WT Al CSF 刺激 后 的 FD/WT.FD/807 iM BOR ILE EI 
质 , ACB = BREAST SERE (FS ELEC LEE RR AR A CSF SUK Y807F 突变 无 关 的 蛋 
白质 , Y807F 突变 使 磷酸 化 程度 增强 的 蛋白 质 及 Y807F DEAE (E BER (ER HF DL RS AY 
SAR, H-MRS, 在 Y807F 突变 使 嫌 酸 化 程度 总 著 减 弱 的 蛋 犁 质 中 有 
p46/52*" t V1 9X, Tli EL BE p46/52** v] REE CSF-1 诱导 的 巨 哈 细 了 胞 分 化 过 程 中 发 
HEREN. 


Ug. SAR BERI AE TU a 89 23 7 
1, 磷酸 及 的 分 离 和 定 集 


38 E77 P 放 人 射 性 标记 或 抗体 免疫 印迹 方法 检测 出 感 兴趣 的 磷酸 化 鼻 白 质 后 ， 
ArT SRE HT A RR ORS, 例如 磷酸 化 位 点 和 磷酸 化 数目 , 需要 对 目 
标 蛋 和 白质 进行 进 - 步 的 分 析 研 究 。 常 用 的 分 析 方 法 是 将 蛋 旦 质 酶 解 成 肽 段 , 找到 
被 石 酸化 修饰 的 肽 侦 , 并 对 该 肽 段 进 行 序列 分 析 , EE A A EE 
一 般 来 说 , EO RRM ASH, BEER EAR, PRES I 
BAREA. 3t TAER OK AT RES AR GR, 证 以 道 过 胶 上 原 位 酶 切 
及 胀 话 贡 指 纹 谱 分 析 或 串联 质谱 测序 的 方法 鉴定 , 这 种 方法 适合 于 微量 祥 品 的 高 
通 基 鉴定 。 

蛋白 域 鉴定 完成 后 从 眩 解 肪 混合 物 中 找 出 玖 酸化 肽 眉 并 进行 序列 分 析 , 在 目 
前 仍然 是 一 个 比较 难以 解决 的 问题 。 用 经 典 的 2 和 放射 性 标记 方法 时 , 一 般 通过 
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— BE TK Ez C HE, sc FE TCR F6 i4 AEG A, Ea EIER en Rr PCR TE EE 8 HE , 收 
SUB 3E) PETS HE I AK ESE TT FE PIA BI o 

RR IE A P E RE UGG SE BE PS BERE BERUCR ETULELCBE MRE 
物 中 选择 性 地 分 析 磷 酸化 肽 段 并 进行 序列 分 析 , 但 是 由 于 蛋白 质 磷 酸化 的 化 学 计 
HSK, RRR RB SES RR IK RHEE BK, 而 且 在 复 
杂 的 肽 混合 物 中 , JER TES Tw PR AK S] A SOO A ETEA XE SD tr A tO Ak aE 
行 分 离 或 富 集 会 使 分 析 相 对 容易 些 。 以 下 是 一 些 用 于 分 离 富 集 磷 酸 肘 的 技术 ,分 
别 子 以 介绍 。 

(1) KotH He Aa E iE (RP-HPLC) Z7 A BERRAK 

# RP-HPLC ^F PS, ARE Cr 15 n ot HT LA eR fU th, 8$ E Ak n] HS HE LOB ZK PEE A 
WDD, at s Leh ea, A [E = A VEA ER. TPPA 
射 性 标记 的 样品 ,分离 收 集 的 组 分 可 经 放射 性 比 活 计数 检测 含 磷酸 肽 的 组 分 。 需 
要 注意 的 是 , RRA RAKES, A RRA AKER RMN SAE 
过 柱子 而 不 被 检测 到 。RP-HPLC A SE BY eA 5j di XE CESD REE EE, 使 用 
HPLC-MS/MS 串联 系统 , 24 Cr P E PY A PPS RE] EK 
iE oH BB RK, 尤其 适用 于 没有 被 放射 性 标记 的 分 析 样 品 。 

(2) IMAC 分 离 / 富 和 集 磷 屋 肽 

[E FER SCRI H (immobilized metal affinity chromatography, IMAC) EX Fl 
TU. ARR S LER, 1986 年 Muszylnska G 等 (引发 现 固 相 化 的 铁 整 合 离 子 
对 楼 蛋白 和 磷酸 化 氨 菇 酸 有 高 选择 性 的 结合 能 力 , 现在 IMAC 也 常 被 用 来 选择 性 
BRB 711077, IMAC EARE PE DLE 6 EE E108] 0 TRE CAS 
JW, ER EDE E FA Se Be EE RE, I rU G ADE A EL ZB imminodiacetic acid) S£ 
次 氮 基 三 乙酸 (nitrilotriacetic acid, NTA) 交 联 成 为 固定 相 , 常用 的 金属 离子 Fe3+ 、 
Ga Hi Cu 等 被 悟 合 到 固定 相 上 。 登 酸 基 团 与 固 相 化 的 金属 离子 有 高 亲和力 ， 
可 被 选择 性 地 吸附 在 上 面 , 用 高 pH 溶 湾 或 磷酸 盐 洗 脱 后 即 为 富 集 的 磷酸 肽 。 这 
一 方法 的 局 限 性 在 于 , 有 可 能 会 丢失 一 些 与 IMAC TEE 4 86 71 85 98 5 BERE EK, BE 
某 些 有 多 个 酶 酸化 位 点 的 磷酸 肽 难以 洗 脱 , 另外 那些 富 含 酸性 氨基 酸 链 的 非 磁 酸 
化 肽 段 与 国 相 金属 离子 也 有 结合 能 力 ,也 有 可 能 被 富 集 。 

(3) BEBE pr] ERI DUC 

将 磷酸 肽 上 的 磷酸 基本 用 另 一 种 亲 和 配 基 取 代 , 表 用 亲 和 提 取 的 方法 从 混合 
APS BS SRK RAE eR RA. BA 2 种 亲 和 和 配 基 取代 
方法 。 MAIKO PRR ERR PRE BAR RARER 
Ree RS ee LAE LO RAE LEME, MRAM k h 
RMR HIEN, E 7-3 为 示意 图 。 这 种 方法 只 适合 于 名 酸化 丝氨酸 和 厂 酸 化 
苏 氨 屋 磷 酸 肽 的 取代 。 昂 一 神 方 法 09] 是 通过 化 学 反应 在 磷酸 基 团 上 连接 一 个 半 
BEA Al Ccysteamine), 修饰 的 磷酸 肽 用 画 相 化 的 碘 乙 栈 眠 胶 亲 和 提取 。 这 种 方法 
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适合 各 种 磷 酿 氨基 酸 的 修饰 。 这 两 种 亲 各 取代 方法 都 需要 进行 化 学 反应 , 为 了 避 
免 副 反 应 的 影响 , 邦 需 要 对 蛋白 质 中 的 一 些 活性 基 团 进行 很 护 ,所 以 整个 反应 体系 
还 是 比较 复杂 的 。 


Ves MA 


AKA AER AAA RA^ .选择 
[8 7-3. BRERA RHR 
2. 磷酸 肽 的 识别 


对 于 没有 进行 *P 放射 性 标记 的 汶 品 , BARS DP RK, 最 好 的 方 
法 是 用 质谱 技术 ,或 者 质谱 技术 结合 磷酸 每 水 解 的 方法 。 用 串联 质谱 仪 的 母 离 子 
扫描 ,中 性 丢失 打 擂 等 检测 方式 , 通过 分 析 含 磷酸 基 团 肽 段 产生 的 特征 离子 , 可 以 
BEARERS wt RSI KE, mA MALDI-TOF-MS 结合 磷酸 酶 的 水 解 也 
可 以 找到 磷酸 上 肪 。 下 面 分 别 介绍 在 碰 酸 肽 分 析 中 应 用 到 的 各 种 质谱 技术 。 

(1) MALDI-TOF-MS 24 A EER Ri AK HE OTE 

iU HR ELEGEBRAKSERERUT TER. PRR AE KKH 
Hk Fr ER, BERI SERE (RE BE PETERE ER, KBAR RR, FRA RRR, 
BKBLA XT —1 HPO 分 子 ,相应 肽 段 的 质量 减少 80 Da, FA SS) OT SE BRE FE FH 
前 后 肽 质量 谱 的 差异 ,寻找 质量 数 减 少 80 Da 或 80 倍数 的 胀 段 。 这 样 不 仅 可 以 用 
PMF HAS eR AIR, 又 可 基本 确定 发 生 磁 和 酸化 的 肽 段 及 磷酸 化 的 数 
目 t0 -241。 肽 谱 分 析 最 常用 的 质谱 仪 是 MALDI-TOF- MS 质谱 仪 。 图 7-4 是 这 一 
方法 的 简要 示意 图 。 

Martin R Larsen 等 :31 设计 了 一 种 可 以 直接 在 MALDI-MS 的 样品 靶 上 进行 肽 
混合 物 醚 酸 酶 处 理 的 方法 。 具 体 过 程 是 , 先 用 PME 方法 监 定 磷酸 化 蛋白 质 , 然后 
将 MALDILMS 样品 把 上 的 基质 样品 结晶 重新 溶解 ,溶解 液 是 1.5id 的 50mmol/L 
NH,HCO, 溶液 , 其 中 含有 0.05U/pi 的 碱 性 磷酸 酶 。 溶 解 后 将 样品 靶 放 在 一 个 密 
闭 的 塑料 盒 中 , 盒 内 放 有 湿润 的 织物 以 防止 溶剂 挥发 干 , 在 37 人 保温 反 应 30min, 
JH 0.541 85 596 TFA 溶液 终止 反应 ,加 入 基质 重新 结 唱 并 进行 质谱 分 析 。 由 于 在 
KRAD PHRMA RAS Se, TARR NMAAP RARE, 所 以 
在 质谱 分 析 前 还 有 必要 用 微 基 脱盐 柱 脱 盐 。 用 这 一 方法 分 析 溶 液 酶 解 的 标准 蛋白 
RHE 20 — 100fmol, 而 对 于 电泳 胶 分 离 的 蛋白 质 , 要 求 胶 上 蛋白 质 的 量 至 少 要 
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图 7-4 MALDI-TOF-MS 45-45 BERE BES? OF BERE k 


增加 10—20 1%. 

(2) PSD-MALDI-MS 4} fr 

狼 后 衰变 是 指 发 生 在 源 内 离子 化 之 后 的 分 子 裂解 , 也 就 是 MALDI-TOF-MS 
离子 源 内 产生 的 离子 在 真空 无 电场 飞行 管道 飞行 过 程 中 发 生 结构 断裂 ,丢失 一 个 
中 性 分 子 后 产生 丁 碎 片 离 子 。 由 于 是 在 到 电 场 区 飞行 , 所 以 碎片 离子 都 共有 与 其 
前 性 离子 相同 的 飞行 速度 ,但 由 于 质 其 小 ,所 以 其 动能 比 前 体 离 子 的 动能 小 , 称 为 
亚 稳 离子 。 由 于 前 体 离 子 和 碎片 离子 具有 相同 的 表 观 质 荷 比 ,飞行 速度 也 -- 样 ,所 
以 将 同时 到 达 线 性 检测 路 ,在 线性 TOF 分 析 器 中 ,不 能 分 辨 碎片 离子 与 前 体 离子 。 
而 碎片 离子 与 前 体 离 子 存在 动能 差异 , 所 以 在 具有 反射 器 的 MALDI-TOF-MS Mi 
谱 仪 上 可 以 通过 改变 反射 器 电压 分 析 到 碎片 离子 。 

磷酸 化 丝氨酸 和 磷酸 化 苏 氨 酸 残 基 容 易 发 生 B 消 除 反 应 , HA HPO, 或 
HPO, 分 子 ,产生 质量 数 减 少 80 Da 或 98 Da 的 碎片 离子 { 亚 稳 离 子 ), 分 别 为 [M 
+ H—HPO;]' 和 [MT+ H—H;PO,]* ,通过 源 后 误 变 分 析 得 到 碎片 离子 峰 的 质量 ， 
寻找 质量 数 减少 80 Da 或 98 Da HK REAR], m ER ERE (ER CER 
基 不 发 生 B 消除 反应 ,但 是 在 PSD 碎片 离子 谱 图 中 也 出 现 威 少 80 Da Bk 98 Da 的 
碎片 离子 21。 

(3) 基于 MALDI-TOF-MS 的 其 他 分 析 方 法 

Muller DR’?! #l Stensballe AU! 18 38 T H MALDI-TOF-MS 观察 去 磷酸 化 后 
RRR TA STA. TSA PSD 的 分 析 方 式 , 而 是 直接 用 反射 
(refleetor) 方 式 收集 肽 谱 , 磷酸 肽 亚 稳 离 子 在 肽 混合 物 谱 图 中 表现 为 一 些 峰 较 宽 、 
分 辩 率 很 低 的 峰 。 基 于 亚 稳 离子 峰 低 分 办 率 的 特征 , 俩 其 很 容易 与 其 他 高 分 辩 率 
的 寺 谱 峰 区 分 。 由 于 质谱 图 中 亚 稳 离子 峰 的 表 观 质 荷 比 并 不 代表 其 真正 的 质 基 ， 
所 以 亚 稳 离子 与 其 前 体 离子 表 观 质量 值 之 差 并 不 是 它们 之 间 真 正 的 质量 差 值 。 
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Muller DR 的 实验 中 观察 到 竺 失 98 Da 的 亚 稳 离子 峰 与 其 前 体 离子 的 表 观 质量 
SU BAN 94 Da, 而 Stensballe Al 的 实验 观察 到 的 差 值 为 86 Da, 可 能 亚 稳 离 子 
的 表 观 质量 与 质谱 仪 的 加 速 电 压 和 反射 电压 值 有 关 。 图 7.5 PRA SERS 
MET RS Eg. 


HUE BT ER 


— TT 


IH 7-5. Wiese TET pe el) 


John M 9/214 jet de BERE RA 55 dE DEBE KEG 5 AE HIE Fe HI, ZEEE 
PARLA PRSE, Inr SERE GE, Hl MALDI-TOF-MS 正 离子 检测 模式 分 析 , A7 XR BEBÉ IK 
的 响应 信号 明显 增强 , 用 不 同 的 基质 如 4-HCCA 和 DHB 得 到 的 结果 相近 。 可 通过 
比较 加 入 铁 盐 前 后 肽 谱 图 的 差异 来 确定 磷酸 肽 。 

Ma Yuliang 2571 $8318] MALDI-TOF MS 正 负 离子 检测 模式 对 磷酸 肽 响 
应 的 差别 来 确定 磁 酸 肽 。 在 负离子 检测 模式 下 , BERE IK e] PT foi AE ERT 
测 模式 下 的 啊 应 信 导 相对 要 强 。 通 过 比较 正 负离子 检测 模式 得 到 的 且 谱 信和 号 相对 
强度 的 变化 , BE E UE Be EG Bk BE, 再 对 找到 的 月 标 肽 熏 用 串联 质谱 测序 进行 验 
证 。 作 者 用 这 一 方法 明确 指认 出 有 8 酷 蛋白 酶 解 产 物 中 的 两 个 磁 酸 肽 ,对 溶液 酶 解 
AJ BRE APE, 检测 限 可 达到 18 fmoel。 作 者 用 这 一 方法 结 人 台 串 联 质 谱 测序 法 鉴 
ET PKR 样 内 质 网 油 酶 PERK) 的 多 个 自 磷酸 化 位 点 。 

前 广 所 讲述 的 固 相 金 属 离 子 亲 和 色谱 法 也 是 选择 性 检测 克 酸 及 的 方法 。 固 相 
化 金属 黎 合 色谱 填料 有 一 个 好 处 是 可 以 直接 用 MALDI-MS 分 析 f1?1, 妈 直接 用 此 
IMAC HHS IRG AHER, TEGERE BK 5; CE HORE EE A LED Jp SARH 
同 沉 淀 在 底部 , ALR, EEL, 可 直接 与 MALDI-MS HEARRE 
并 进行 质谱 分 析 。 或 者 使 用 IMAC 柱 将 磷酸 肽 定 集 洗 脱 后 质谱 分 析 , 通过 比较 I- 
MAC 处 理 前 后 肪 谱 的 变化 找到 磷 梧 肤 。 

IMAC 柱 可 以 自己 装填 也 可 以 使 用 装填 好 的 商品 化 柱子 , Millipore 公司 已 经 
有 了 用 于 富 集 微 世 磷酸 了 肽 样品 的 ZipTip 小 柱 , IMAC 填料 装填 在 10mi 的 pipette 
k, Ed 7-6 是 一 个 使 用 ZipTip 金属 离子 亲 和 小 柱 提取 磷酸 肽 的 例子 。 磁 酸化 蛋 
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FU p ES EE SDS-PAGE BERE HI DK 47 REEL ETT IE EET, BOR GI Fe BS 
的 ZipTip 金属 离子 亲 和 小 柱 提取 磷酸 肽 , 在 含 0.1% 醋酸 的 酸性 溶液 中 使 磷酸 耿 
吸附 在 ZipTip 柱 上 , HARTER PERE R LRA KE, BIG O.3moi/L 的 氨水 
BG HARK, 用 MALDI-TOF-MS 分 析 ZipTip 处 理 前 后 的 驮 谱 。 可 以 看 到 ,经 Zip- 
Tip 闲 和 提取 后 肪 谱 被 明显 简化 ,而 且 原 来 及 混合物 中 的 质 荷 比 为 mAz 2061.9 的 
一 个 小 峰 成 为 基 峰 , 这 一 肽 段 就 是 8 酷 蛋白 酶 解 产 物 肽 段 中 的 第 6 段 ,蛋白 质 氨基 
酸 序列 中 的 33 到 48 f, FF 3I FQSEEQQQTEDELQDK, i Bk BEER Ec Ay 38 16 (8 
为 m/z 1981.9, LAER PHS 35 位 丝氨酸 残 基 上 有 一 个 磷酸 基 团 , HRY 
质量 数 增加 了 80 而 成 为 质 荷 比 为 m/z 2061.9 的 峰 , 并 被 Fe! BON ZipTip HH 
小 柱 特异 性 吸附 。 


2187.28 


RE BURN LC 


ZipTip&E gi 


图 7-4 Fe" EG ZipTip 亲 利 柱 提 取 磷 酸 肽 


(4) 中 性 丢失 扫描 

具有 两 级 质量 分 析 器 和 碰撞 诱导 裂解 室 的 串联 质谱 仪 可 以 用 中 性 丢失 扫 撒 方 
式 (neutral loss scan mode) 检 测 具 有 某 -~ 特征 结构 特点 的 一 类 离子 。 在 沽 级 四 极 申 
联 质谱 仪 中 采用 此 种 扫描 模式 时 ,第 一 个 {Q1) 和 第 三 个 (Q3) 四 极 杆 质 量 分 析 器 同 
步 扫描 ,但 扫 找 范围 不 一 样 ,保持 一 个 特定 的 电压 差 值 , 这 个 电压 差 所 代表 的 质 荷 
tb m/z 值 代 表 某 -中 性 分 子 的 质 世 。 第 二 个 四 极 杆 (Q2) 是 磁 撞 室 ,将 Ql 和 输送 过 
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3k B) EET ETE PESE BOEHREE HE TOR A Q3. 3X EB, 2 Ql 输送 的 混合 物 样品 
离子 中 , RAE Q2 中 诱导 裂解 后 能 丢失 这 .一 特定 中 性 分 子 的 离子 才 会 被 Q3 传输 
SR aE. SPT REARS, WR PE ae [M+ H] 肽 混合 物 中 寻找 丢失 
ER HPO, HERI, U Q 和 Q3 HAR E E 8 or (C BY Ps ECL 
该 是 m/z 98, 如 果 从 带 两 个 正 电荷 的 [M + 2H? RAG PSRE KP EBENE AY 
T HPO B RK, 则 QI 和 Q3 KIH dii A He Æ AR Re E a IK HE m/z 
4909291. 此 方法 的 优点 是 以 正 离子 模式 进行 扫描 分 析 , 找到 磷酸 肤 后 可 以 直接 通 
过 磁 撞 放 导 解 离 分 析 磷 酸 肘 的 序列 及 磷酸 化 位 点 。 此 方法 的 局 限 在 于 只 能 分 析 磷 
酸化 丝 毛 酸 和 磷酸 化 苏 毛 酸 ,因为 只 有 磷酸 丝氨酸 和 磷酸 化 苏 毛 酸 会 发 生 8 消除 
而 产生 HPO, 的 中 性 丢失 。 在 一 -次 扫 措 分析 中 只 能 检测 带 一 种 电荷 的 离子 ,对 于 
带 多 种 电荷 的 泥 合 物 离 子 要 进行 多 次 扫描 [分析 , 另外 分 析 米 知 课 合 物 时 有 可 能 出 
FAB FA EZR 

(5) Br n T 5 

前 体 离子 扫描 又 称 为 母 离子 扫描 (precursor/parent ion scanning), 在 三 级 四 极 
串联 质 溢 仪 中 采用 此 种 扫描 模式 时 , 连续 扫 措 第 一 个 四 航 质 量 分 析 器 Q1, 使 各 种 
质 荷 比 的 离子 依次 通过 Q 分 析 器 , Q2 为 碎 撞 变 和 导 解 离 室 ,将 Q3 分 析 器 的 电压 和 
频率 设 定 为 只 能 传输 荣 一 特定 质 荷 比 的 离子 , 即 特定 质 荷 比 的 子 离 子 。 与 中 性 丢 
失 扫 挤 椒 同 的 是 ,前 体 离子 扫描 模式 直接 检测 母 离子 在 碰 接 庄 导 解 离 过 程 中 失去 
的 碎片 离子 。 检 测 器 得 到 碎片 离子 的 信号 时 ,已 知 该 碎片 离子 的 前 体 离子 通过 OI 
时 的 电压 ,根据 Q 电压 值 确定 该 前 体 离子 的 质量 。 因 此 ,前 体 离子 扫描 模式 被 用 
来 检测 肽 混合 物 中 某 些 含有 特定 结构 特征 的 肽 段 。 

SITRER IKR, 在 ESI 负离子 模式 下 对 QI 进行 连续 扫描 , 设 定 Q3 中 仅 能 通 
过 的 子 离子 质 荷 比 为 m/z 79, B SERRRICE UY] PO, HEA, 这 样 得 到 的 质谱 图 仅 显 
MBER m/z 79 的 离子 的 谱 峰 ,也 即 会 委 失 克 酸 根 资 子 的 磷酸 肽 谱 峰 。 因 为 多肽 
产生 的 各 种 碎片 离子 中 , MERRE 79Da 附近 的 几乎 没有 , 所 以 用 这 一 质量 数 进行 
母 离子 扫 措 的 特异 性 是 很 高 的 。 但 是 此 种 扫描 方式 存在 测序 的 问题 ,因为 在 负 高 
子 检 测 方 式 下 进行 序列 分 析 的 结果 不 好 , 所 以 检测 到 磷酸 肪 后 ,要 立即 切换 为 正高 
子 模式 进行 测序 。 硬 通常 在 ESI 负离子 检测 时 , 为 了 提高 信 噪 比 , 样品 都 溶解 在 
PES CE, 所 以 为 了 在 正 离子 检测 模式 进行 序列 分 析 , REESE PUE S E EIC RR, 
或 者 将 样品 分 成 两 部 分 ,分别 用 不 同 的 溶剂 溶解 (中 。 如 果 连 接 了 HPLC 分 离 系 
统 , 在 酸性 的 液 相 洗 脱 溶 潜 中 负离子 检测 模式 的 离子 信 噪 比 会 很 低 , 影响 了 分 析 的 
RRE. 

Bk ER BEBRRK PE HH LL m/z 216.043 的 特征 离子 , KARA 
TRAT CS Hi NO, P[immonium ion，Im(pY)], 选 这 一 离子 作为 子 离 子 进行 母 离 
子 扫描 ,可 以 在 正 离 子 检测 模式 下 选择 性 检测 栈 氮 酸 碰 酸 肪 , 然后 直接 进行 序列 分 
析 。 但 是 由 于 各 种 氨基 酸 残 基 产 生 的 碎片 离子 质量 数 在 其 附近 的 不 少 , 而 四 极 杆 
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质量 分 析 器 的 分 辨 率 又 较 低 , 如果 用 三 级 四 极 质 谱 作 母 离子 扫描 ,选择 性 会 很 低 。 

四 极 杆 -飞行 时 间 串 联 质谱 (Q-TOF) 并 不 能 实现 真正 意义 上 的 母 离子 扫描 ，. 
但 是 在 扫描 四 极 杆 的 同时 用 飞行 时 间 检 测 器 收集 所 有 的 碎片 离子 谱 ,同样 可 以 将 
琴 片 离子 的 质 址 数 与 四 被 杆 的 质 荷 比 位 置 , 即 母 离子 的 质 荷 比 对 应 起 来 。 由 于 发 
行 时 间 检 测 器 的 高 灵敏 度 和 高 分 辨 率 , 使 Q-TOF 质谱 仪 可 以 选择 高 精度 的 碎片 
BT RAR ATOR PARSE, EE, Q-TOF 串联 质谱 仪 作 母 离 子 打 描 的 灵敏 
度 却 非 常 低 ,这 主要 是 因为 仅 器 对 小 分 子 碎片 离子 从 碰 挤 室 到 TOF 分 析 器 的 离子 
传输 速率 赤 低 , 只 有 5% [ml。 解 决 这 一 问题 的 主要 设计 方案 是 Q2 pulsing, 就 是 使 
子 离子 在 进入 TOF 分 析 器 之 前 在 CID 碰撞 室内 被 俘获 (trap) 很 短 的 一 段 时 间 , 离 
子 的 释放 与 TOF 分 析 器 正 交 加 速 电场 的 脉冲 电压 同步 ,这 样 可 以 使 小 分 子 碎 片 离 
子 的 传输 速率 达到 95% 以 上 。 在 具有 Q2 pulsing 功能 的 仪器 上 (如 API QStar 
Pulsar Quadrupole Time of Flight with a LINAC collision cell) 可 以 成 功 地 进行 母 离 
TARDO, 

Steen H!*?) 31 — 28 RU EIN Qq pulsing- TOF 质谱 仪 的 母 离子 扫描 功能 进 
行 了 比较 ,结果 开明 一 者 均 可 以 进行 m/z 79 的 负离子 模式 母 离子 扫描 , 而 m/z 
216.043 的 正 离子 模式 母 离子 打 描 只 适用 于 Qq pulsing-TOF I. fe TIE 
m/z 216.043 母 离子 扫描 方法 对 EGF 受 体 信号 通路 中 的 酪 氮 酸 芍 远 化 蛋白 质 进 
行 了 鉴定 和 磷酸 化 位 点 分 析 119]。 正 离子 模式 母 离子 扫描 的 最 大 好 处 就 是 可 以 直 
接 对 磁 酸 肽 进行 序列 和 磷酸 化 位 点 分 析 , 甚至 不 必 先 知道 蛋白 质 的 序列 。 


3， 融 酸化 氨基 酸 位 点 的 确定 


找到 磷酸 肽 后 , 要 确定 其 态 酸 化 位 点 ,需要 用 串联 质谱 产物 离子 扫描 模式 
(product ion scanning) Xt BEES AK d£ (T Ip 9 4) 95019221. dep eg [r1 BE ER Hk TE E it s 
FARES (CID) FT RR, 检测 其 产生 的 全 部 碎片 离子 , RERA HE E 
FAA BRL. BRAKE CID 室 碰撞 诱导 解 离 , 易 产生 丢失 80 Dal HPO A 
98 Da(IHPO4) 的 子 离子 ,此 离子 蜂 的 丰 度 很 高 , 往往 在 整个 碎片 离子 谱 中 占据 主 
Fi. BRAR HRR p TE RRR, 可 能 是 由 于 在 相同 
MART 短 肽 的 化 学 键 上 分 布 了 更 多 的 能 量 。 研 酸 肽 链 骨 架 会 断裂 成 为 yb 
等 碎片 离子 系列 , 肘 链 骨架 断裂 产生 的 离子 质量 数 有 利 十 对 胀 链 进行 订 列 分 析 。 
HARRERA ATES EER 98 Dal HPO) ME, KT RAMS SER 
酸化 碎片 离子 的 失 HzO(18Da}) 产 物 的 质量 数 混 靖 , 有 时 会 给 CID 谱 的 分 析 和 解析 
带 来 困难 。 图 7-7 SRR SR E 

用 HPLC 与 CE 连接 的 串联 质谱 会 简化 肽 混合 物 的 质谱 峰 , 但 是 因为 肽 段 洗 
脱 时 间 有 限 , 有 时 得 不 到 好 的 MS/MS 谱 图 , 在 有 上 肽 段 共 洗 脱 时 , 没有 时 间 分 析 每 
一 个 胀 段 的 序列 , 寺 此 ,在线 (ton line) 分 离 - MS/MS 联 用 方法 并 不 总 能 鉴定 酸 酸 化 
位 点 。 
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10987654321 yn 
ATpQTp¥EDSRR 
bn 12345678910 
y7-HPO, 67-10 


Intensity 


400 600 800 1000 1200 


E] 7.7 HBR HERE IRE ea FE fog D 


nh. £EBmu eM (COD EEAT 


rR RAR IER xe i [n] 80, ED BEIC C E EI 73 Foe v JE E R E ERS EE a, 
1, 4E A ABL TE HERE LAA, LT BR DE SE TH E a EARR kE 
SER tk ^r E. HT HPLC 分 析 磷 酸化 氨基 酸 , 用 峰 面 积 定 其 比较 磷酸 氮 基 酸 与 非 磷 
BABB HIG, TARR (ESTE REIR S ARE RK AYP 
放射 性 同位 素 标记 , m ELSE SR LAW RA. BM Aa ACE EE 
Rie OMA, 目前 还 没有 实用 、 有 效 的 方法 。 用 稳定 则 位 素 棕 记 的 方法 定 
量 蛋 白质 表达 ,是 近 两 年 来 出 现 的 新 技术 , 虽然 方法 独特 ,但 还 只 停留 在 对 标准 蛋 
白质 及 简单 蛋 折 汇合 物 的 分 析 水 平 ,要 应 用 在 复杂 的 细胞 蛋白 质 混 合 物 研 究 上 目 
前 还 很 困难 。 下 面 分 别 介绍 两 种 稳定 同位 素 标 记 磁 酸化 蛋白 质 定量 的 方法 。 

(1) SN 稳定 同位 素 标记 法 3, 将 两 种 细胞 在 不 同 的 培养 基 中 分 别 培养 , 一 种 
为 正常 培养 基 , 男 -- 种 培养 基 的 NOU SN 提供 , 混合 两 种 培养 物 , 提取 细胞 蛋白 。 
分 高 目标 蛋白 质 ( 样 酸化 蛋白 ) 后 , 酶 解 , RK, A. AA E 
ARAIA N 入 N, 所 以 在 质谱 图 中 ,每 个 水 解 及 眉 表 现 为 一 对 蜂 ( 见 图 7-8)。 
“N/A™N 的 同位 素 让 度 比 可 以 体现 出 两 种 细胞 来 源 恒 白质 表达 其 的 相对 水 平 ,如 果 
两 种 继 胞 表达 完 全 … 致 , 则 所 有 脉 段 *N/'N 让 度 比 将 在 一 个 平均 值 范围 以 内 ,而 
如 果 两 种 来 源 蛋 种 质 的 磷酸 化 程度 不 同 , RA BEKE ER VE BERE UC RK BERTI N/ 
UN 丰 度 比 就 会 与 平均 值 不 同 , 根据 其 比值 来 进行 厂 酸 化 程度 的 相对 定量 。 这 一 
方法 需要 在 标记 培养 基 中 培养 细胞 , 有 可 能 培养 基 的 差异 本 身 就 造成 蛋白 质 表达 
基 的 变化 ,而 且 目 标 蛋 白质 需要 纯化 .分 离 , 所 以 还 不 能 用 于 大 规模 的 蛋白 质 和 定量 
分 析 。 

(2) BERI] GERE RU USD ,使 磷酸 用 或 磷酸 化 蛋白 在 硕 性 环境 下 发 生 
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图 7-8 15N 稳定 同位 紊 标记 法 定量 磷酸 化 有 蛋白质”3 


BB 消除 ,同时 用 亲 核 试剂 攻击 形成 的 双 键 并 发 生 加 成 反应 。 对 两 种 不 同 米 源 的 辜 
酸 肽 或 磷酸 化 蛋 魏 使 用 不 同 的 亲 核 试剂 ,区别 在 于 ,其 中 一 种 试剂 上 的 所 原子 由 所 
代替 。 再 通过 化 学 反应 在 加 成 的 大 核 试剂 上 连接 一 个 亲 和 标 签 , 例如 生物 素 (bi- 
otin)。 将 两 种 细胞 来 源 的 磷酸 肽 或 磁 酸 化 蛋白 混合 , BE E A RAR E 
段 并 用 质谱 分 析 ( 见 图 7-9)。 由 于 挫 入 了 不 同 的 亲 核 试剂 ,在 质谱 图 中 ,磷酸 肽 表 
现 为 一 对 峰 , 回 样 根 据 其 强度 比 进行 定量 。 此 方法 的 化 学 反应 太 多 ,而 且 需 要 纯化 
RS, 目前 仅 能 用 于 标准 蛋白 的 定量 分 析 。 
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A. UNG 


细胞 池 1 细胞 池 2 


| P094) | P(70%) 


| Tag(30%) | Tag(70%) 


Mass 


图 7-9 BRK MRA RRL Ee? 


目前 , FUE EE GERE LE E A RA A PB BE, ER E 
酸化 蛋白 的 合集 ,鉴定 、 磁 酸化 的 定量 , RI ESCRIBE RRR EAA RR 
的 方法 。 磷 酸化 修饰 是 重 白 质 组 研究 中 …… 个 非常 重要 的 内 容 , E EJ REGERE IE H 
功能 密切 相关 , 所 以 磷酸 化 蛋白 质 组 研究 都 应 在 一 定 的 功能 环境 下 研究 磁 酸 化 恒 
白 ,例如 在 基 一 信号 转 导 通路 内 或 在 某 种 外 界 刺激 下 细胞 蛋 和 白质 磷酸 化 的 变化 。 
除了 研究 细胞 总 蛋白 质 外 , 还 应 该 删 重 于 细胞 某 些 特定 部 位 的 蛋白 质 梧 酸化 现象 ， 


例如 与 信号 转 导 


个 主要 内 容 研 究 。 


9 关 的 许多 细胞 因子 受 体 都 为 跨 膜 蛋白 ,所 以 膜 蛋 白 应 该 成 为 一 


AH RE ZZ P3 Eg a ERR Se RE LER EJ BI YR AR Re RE H 


确 ,用 蛋白 质 组 技术 体系 来 研究 这 一 问题 也 许 会 取得 一 些 有 意义 的 结果 0351。 
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第 二 节 HALE GH HR 


AL fe PA TAE Pon .植物 ,微生物 及 病毒 中 。 近 20 年 
来 的 研究 发 现 , 糖 借 白 在 各 种 生命 现象 中 起 着 重要 的 作用 , 如 ;细胞 识别 ,信号 传 
WS GRUSS .分 化 与 反 分 化 等 等 ,都 与 存在 十 糖 焉 白 中 的 糖 链 的 结 枸 与 作用 有 有 
关 。 自 19 志 纪 末 人 们 开始 提出 糖 蛋 白 的 概念 并 加 以 研究 以 来 , SR Ao E 
铺 宰 .成 分 、 部 分 生物 学 功能 ,以 及 认识 了 糖 和 蛋白 中 的 糖 背 键 类 型 。 到 日 前 为 止 , 随 
着 生物 工程 技术 的 发 展 ,也 出 现 了 多 种 版 具 疗 效 的 由 真 校 细胞 表 达 的 糖 和 蛋白 类 药 
物 , 如 干扰 素 (IFN).、 促 红细胞 生成 案 {EPO) 等 。 由 于 糖 恒 白 本 身 的 微 不 均 一 性 ， 
使 得 其 结构 .位 点 的 差异 直接 影响 到 疗效 。 虽 然 对 重组 糖 蛋白 的 质量 或 结构 均一 
性 的 掉 制 在 某 些 方面 是 林 行 的 ,如 :宿主 细胞 的 选择 , 糖 加 工 过 程 中 的 基因 调控 以 
及 生物 工程 进程 中 参数 (如 培养 时 间 } 的 控制 等 ,但 这 些 手 段 部 不 足以 保证 产生 单 
一 的 糖 蛋 昌 产 品 。 因 此 ,无 论 是 自然 的 还 是 重组 的 糖 蛋 白 ,其 结构 鉴定 就 成 为 了 一 
个 十 分 重要 的 课题 。 

长 期 以 来 人 人 们 沿 几 的 分 析 粮 直 白 的 方法 是 将 糖 蛋 昌 中 的 粮 链 及 蛋 饭 分 开 来 研 
究 , 即 利 由 化 学 方法 如 脖 解 法 、 气 化 还 原 法 或 入 生物 法 先 将 糖 链 释放 , 然后 用 层 析 
法 ,如 Sephadex G-25 或 G-50 HARENG RS, 收集 舍 糖 组 分 ,或 用 SDS-PAGE, 
HPLC 等 传统 的 分 离 分 析 方 法 ,粗略 地 观察 糖 蛋 片 的 分 子 质量 。 度 用 化 学 方法 降 
ROERE., 从 而 研究 糖 链 结构 的 方法 虽 有 具有 普 沉 性 ,但 反应 周期 长 ( 几 小 时 到 儿 
天 不 等 ), 反 应 条 件 难以 控制 ,对 糖 重 白 的 需要 量 非 常 大 , 而 且 并 不 是 所 有 的 糖 蛋白 
都 能 适应 这 种 高 温 、 碱 性 的 实验 条 件 而 不 被 降解 。 

随 着 现代 分 析 技 术 的 发 展 ,许多 分 析 手 段 都 能 够 详细 地 分 析 糖 蛋白 及 糖 链 的 
结构 。 和 在 众 名 分 析 方 法 中 , 生物 质谱 法 由 于 它 的 操作 简便 并 具有 极 高 的 灵敏 度 和 
准确 度 , 迅速 成 为 了 生命 科学 研究 领域 的 新 工具 。20 世纪 80 年 代 初 期 , 随 着 许多 
软 电 离 方式 的 出 现 , 如 FAB-MSCPRE IET 3E dr) ESI-MS E IER AROM MALDI- 
TOF-MS( 基 质 辅助 激光 解吸 峙 飞行 时 间 盾 谎 } 等 ,使 质谱 法 揽 脱 了 只 能 分 析 小 分 
FEEDER, 延伸 向 生物 大 分 子 阳 合 物 的 测定 , 它 能 够 快速 、 礁 确 地 提供 恒 白 
MRR .聚合 物 等 生物 大 分 子 的 相对 分 子 质 二 .序列 、 一 级 结构 信息 以 及 结构 转 
换 . 收 饰 等 方面 的 信息 。 同 样 ,对 于 糖 蛋 白 的 分 析 , 质谱 法 可 以 摆脱 传统 的 分 离 分 
PAA, 直接 分 析 糖 电 白 的 相对 分 子 质 量 、 糖 基 化 位 点 .氨基酸 序列 以 及 糖 链 结构 
等 等 ,结合 Internet 网 上 数据 库 检 索 系 统 , 为 生命 科学 的 研究 提供 高 质量 的 结构 信 
息 。 

蛋白 质 组 党 是 一 个 以 蛋品 质 为 基础 的 向 体 生物 学 方法 , ERK SRAM, 
个 成 熟 蛋 白 的 生物 学 活性 是 被 翻译 后 埃 人 饰 的 ,而 这 些 和 修饰 妈 是 高 度 动态 的 。 在 疾 
病 钓 最 初 阶段 , 糖 蛋 白 通常 在 结构 与 荔 能 上 显示 出 变化 ,而 这 些 变 化 溃 及 到 与 蛋白 
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TH YEA & PREGA, 人们 已 经 开始 讨论 在 人 类 疾病 这 程 中 糖 基 转移 酶 缺失 情 帝 下 这 
些 糖 蛋 白 交 互 作用 的 机 理 [36), 影响 并 导致 羔 病 进程 的 粮 基 化 变化 与 真正 引起 疾病 
的 变化 二 考 之 间 的 差异 .可 以 充当 干涉 治疗 的 位 点 ,也 是 人 们 最 感 兴趣 的 。 


一 \ 糖 蛋白 的 结构 特征 


精 蛋 白 是 -一 类 由 糖 类 和 蛋白 质 以 共 价 键 连 接 而 成 的 结合 重 白 , 修饰 范围 从 重 
白质 上 连接 单 糖 ( 比 如 胶原 糖 蛋 白 及 核糖 蛋白 }, Ae Be AA Se 
(HHA) PUR RURAL SCHEINEN BET ELE EN. AE E HE E REG 
两 种 最 基本 的 形式 .一 类 是 8 - 构 型 的 N EET ECIAM (p GIeNAc) Si X ABRE 
(Asn) 的 氨基 形成 的 N BRE BEF 7-100, 其 中 Asn 经 常 处 于 Asn—X— Thr/Ser( X 
是 除 Pro 以 外 的 任何 氨基 酸 ) 的 序列 子 中 ,我 们 称 其 为 天 冬 酰 冬 序 列子 , 只 有 处 于 
该 序列 子 中 的 Asn 才 会 发 生 糖 基 化 。 


H 


| 
C— CH, — C—COOH 
i | 
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NH ~ 


NH 


图 7-10 N—EHUERKGEDT 


N - 粮 链 结构 通常 发 生 于 内 和 质 网 及 高 尔 基体 上 , RAR BATE 
心 ,好 三 甘露 糖 五 糖 核心 GleNAc)Mangs CE 7-11) ,在 此 基础 上 , 由 糖苷 酶 及 糖 基 转 
移 酶 将 其 进行 多 样 化 整理 和 修饰 ,几乎 所 有 的 N -连接 多 糖 内 侧 者 具有 五 糖 核心 
fJ, E E XC ARCU PUT PH KERR, RR (ETE N - 
连接 结构 分 为 高 甘露 精 型 .混合 型 或 复杂 型 多 糖 。 不 同 的 糖 链 可 连 于 局 一 位 点 ( 微 
不 均一 性 ), 同时 在 同一 蛋白 质 上 也 可 有 不 同 的 位 点 连接 糖 链 (显著 不 均一 性 )。 


Mannal 
ae 6 
Man Bi--4GIcNAcBi— 4G Ic NAcB c Asn 
_—" 3 
Mannal 


图 7-11 N-Betndbu ox 
另 一 类 是 O PPR, EE EE RE EH. GalNAc OR ARS Ser 或 Thr PHBE 


缩水 形成 (图 712). 这 一 类 型 的 糖苷 键 占 O EE GE S EA, ROEM ER 
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WEE FRE ae A, SR X POSER Re, (AOE TE A EER 
EH A SRB RR ÜETERR RR ER S SF HE SR BE A 
HR. BÈ GalNAc Sb, Heth - 6385, 如 GlcNAc. Gal, Xyl, Ara. Man 也 可 与 Ser 或 Thr 
TB Be, 这 些 类 型 的 O BRE RE CE TK RRR ERR H R 
FREE ARE BE HH Af BE Monde ae Ae Re. 95b L-Ara MADRS RAB 
基 缩 水 , 或 半 她 糖 的 异 头 碳 与 S Xo dic mt Ro 05 32 3E quK AB] FO -糖苷 键 ,它们 
的 特点 是 对 碱 稳定 。O -连接 糖 链 结构 的 共同 点 是 由 一 种 或 少数 几 种 单 精 与 基 些 
售 羟 基 氢 基 酸 连接 , 与 N -连接 糖 链 铺 构 不 同 ,后 赣 并 无 一 个 简单 的 规律 认为 含 状 
基 残 基 可 以 作为 连接 位 点 [7 。 


H O— CH—C— COOH 
R ONH, 


图 7.12 O-HEBHRERE EE 


还 有 一 种 特殊 的 糖 基 侄 脂 酰 肌 醇 人 6GPI7 固 定 结构 ,这 种 结构 具有 将 细胞 膜 的 
BIKER RS CRM ET RM RAR He, 它们 具有 相同 的 
Man3GleNH, FEE , iE £8 BAB PA S R55 EP EE, xx EIT WK 
ETARA fa Sik CANIS. RMR tEAM EAR [8] 86 HE ta 
方式 共存 , 这 是 其 安 观 不 均一 性 ;同时 ,同一 修饰 点 上 还 存在 着 微 不 均 一 性 , REA 
为 肽 的 连接 都 是 氨基 酸 的 -氨基 和 -羧基 连接 成 肽 键 ,一 个 氨基 酸 残 基 只 能 在 
氨基 侧 或 羧基 侧 形 成 一 个 肽 键 ,一般 不 会 形成 分 支 肽 链 , 但 寡 糖 中 两 个 糖 基 的 互相 
连接 可 以 有 1-42.1--3.1—4.1--6 等 不 同方 式 , 一 个 糖 残 基 和 相 邻 残 基 有 时 可 形 
成 4 个 糖 芽 键 ,从 而 使 糖 链 分 支 , 而 且 糖 其 还 有 a,B 异 头 构 型 ,更 造成 了 连接 键 的 
复杂 性 。 


— EV WSCURSEIENSSB 


在 众多 软 电 离 技 术 中 , FAB 是 最 先 应 用 于 生物 分 子 测定 的 , 对 十 小 分 子 含 糖 
化 语 物 如 糖 肘 可 直接 测定 ,但 由 于 这 种 仪器 在 分 子 质 量 范围 方面 的 局 限 性 、 少 基 酬 
片 离子 的 产生 以 及 仪器 价格 的 昂贵 使 它 的 应 用 受到 了 限制 ,而 ESI-MS 及 MAL- 
DI-TOF-MS 以 其 霹 作 简单 .耐用 、 灵 敏 度 好 等 优势 已 被 越 来 越 广 诈 地 应 用 。 
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MAS Bi. BE SRA A EE fr Ex REBEL EI 一 级 结构 的 重要 指标 , 应 用 质谱 技 
术 分 析 糖 蛋白 的 思路 如 图 7-13. TETESE ÉL P, 糖 链 一 般 处 于 蛋白 质 高 级 结构 的 外 
侧 , 糖 车 内 切 酶 切断 糖 链 与 蛋白 链 间 连接 的 糖苷 键 , 因此, 用 糖苷 内 切 酶 将 糖 链 切 
除 ,将 反应 前 后 的 质谱 图 进行 比较 ,就 能 直接 表述 糖 链 的 平均 质量 , 而 糖 蛋 包 的 平 
均 糖 含 贡 可 由 糖 链 的 平均 质量 占 糖 蛋白 平均 相对 分 子 质 基 的 百分比 来 表示 。 糖 基 
化 位 点 是 糖 恒 白 结 构 中 极其 量 要 的 特征 之 一 , RRR A ae T 
fL hir ex, RAE ETE BERE SA AY UU BEBE SEU T Jn, 先 用 和 蛋白酶 将 糖 蛋白 酶 
解 成 含有 和 不 含有 糖 链 的 艇 片段 , CREE ELS CHR B Gc uf, 再 用 糖苷 内 切 酶 将 
糖 链 切 除 , 其 肽 质量 指纹 谱 将 发 生变 化 , 原 含 糖 肽 段 的 质量 由 于 糖 链 的 丢 兴 在 括 谱 
图 上 发 生 了 位 移 , 通过 网 上 数据 库 检索 可 以 得 到 位移 肽 片段 的 氨基 酸 序列 , 而 在 这 
个 序列 中 必 含 有 糖 基 化 位 点 ,由 此 我 们 可 以 确定 糖 蛋白 分 子 中 的 糖 基 化 位 点 。 应 
用 电 喷 完 捉 联 质 谱 按 术 , 对 胀 质量 指纹 谱 中 的 肽 片 眉 进行 分 析 , 可 以 得 到 蛋白 某 中 
EA BERG FF PU, SEULS EI, 依靠 此 序列 , 判断 其 归属 ,从 再 对 糖 重 白 的 氨基 右 序 列 
WAER., MERRE Deb EN. 能 专 一 地 识别 某 一 特定 结构 的 单 糖 或 宕 糖 
中 特定 的 糖 基 序 列 而 与 之 结合 , 它 不 但 可 用 于 容 糖 或 糖 复合 物 的 分 离 纯化 ,也 可 用 
于 糖 链 的 结构 分 析 , 因此 , AE BR A, TA EA A E RAA R 
分 离 的 多 重 效果 。 容 糖 链 的 结构 在 糖 蛋 白 的 生物 学 活性 中 起 苹 极 共 重 要 的 作用 ， 
随 着 串联 质谱 的 宏 展 ,结合 计算 机 软件 以 及 Internet 网 上 数据 库 检 索 系 统 , 已 经 能 
够 应 用 质谱 的 方法 直接 分 析 糖 蛋白 中 的 赛 糖 链 139.41。 


MALDI-TOF-MS 


ESTER MALDI-TOF-MS 
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图 7-13 WR ELS E o SEE 
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1. MALDL-TOF-MS 的 应 用 


基质 辅助 激光 解吸 附 飞行 时 间 质 谱 仪 (MALBLTOF-MS) 以 具有 强 紫 外 哎 收 
的 小 分 子 有 机 酸 作 为 基质 , 与 蛋白 样品 以 5000:1 的 比例 混合 加 在 不 锈 钢 靶 上 形成 
共 结 唱 薄 膜 , 基质 吸收 紫外 激光 {IN2 油光 源 , 波长 337nm) 的 能 量 , 形成 激发 态 , 导 
致 蛋白 的 电离 和 气 化 , 在 电场 加 速 下 进入 真空 飞行 管道 , 从 而 到 达 检 测 器 , 绝 大 多 
数 离子 可 以 带 +1 到 +3 个 电荷 , 谱 图 一 般 为 多 次 扫描 的 累加 。 这 种 仪器 的 优势 在 
于 简便 .直观 ,大 分 子 混 合 物 不 经 分 离 可 以 直接 进行 测定 , 基本 不 产生 碎片 峰 , 同 
AY, 它 的 灵敏 度 之 商 是 其 他 类 型 质谱 仪 所 不 能 达到 的 。 

《1 基质 的 选择 

在 MALDI-TOF.MS 分 析 中 ,基质 起 着 相当 重要 的 作用 。 到 目前 为 止 , 虽然 对 
基质 在 MALDI TOF MS 中 的 作用 机 理 并 不 十 分 清楚 ,但 却 发 现 了 许多 效果 颇 佳 
的 基质 ,如 :ae- 贿 基 : 4 -羟基 内 柱 酸 、 并 于 酸 、2,5 — Yo4EOE IH NEL2,4,6 SRR 
ZEB AER 7 -羟基 - 4 - 甲 基 香 豆 素 等 , 共 本 上 都 是 水 溶性 较 好 的 小 分 子 有 机 酸 。 
不 同 的 基质 对 不 同类 的 物质 响应 不 同 , 如 ; 肉 柱 酸 、 草 子 酸 类 基质 适合 于 蛋白 质 , 2, 
5-2R IEEE OTXEXOoU, 而 2, 4,6 -三 羟基 柠 乙 酮 适合 十 核酸 类 物质 。 我 
们 选择 了 几 种 适合 于 与 糖 生 贞 结 构 性 质 相 类 似 的 蛋白 质 的 基质 ,用 它们 测定 核糖 
核酸 酶 B 这 一 糖 蛋 白 标 准 品 , 比较 它们 对 糖 蛋白 的 响应 程度 (图 7 -14)。 从 图 中 


m" R000 10000 12000 ~ 14000 16006 
Mass/Charge 


图 714 RIDE HIE PE AB OB 0650 MALDI-TOF-MS 图 
A ME- 4 -羟基 央 桂 酸 。B.2,5 - EGRE HUM. C.F ER. GSAS 
Do ure EXGEBMRST! T 为 少量 元 糖 重 白质 分 子 离子 峰 。 
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可 以 看 出 , 2E-E BAGUE BR RE 0] DT F3 2, 5-— X6 AE IE FH RR GCSE TR LEE S HUP e 
Xe Si EE S I, fp BEBE SS TOES CELOS EE, UU Si SPB EUR a CHE AE 
4 BEARERS TRE HH OG! 0) HP ROB HR PCT ) 的 响应 丰 虚 符合 于 实际 情 
癌 , 它 对 粳 蛋 白 的 响应 较 稳 定 ,并且 重复 性 好 。 而 其 他 样品 分 析 结 果 也 显示 o BÀ 
基 - 4 - 凝 基 肉 桂 酸 用 于 测定 糖 蛋白 效果 相对 较 好 。 

(2) 糖 蛋白 的 平均 分 子 质 荐 及 糖 含 莽 测 定 

与 SDS-PAGE 或 HPLC 等 传统 的 测定 相对 分 子 质 基 的 方法 不 同 , 质谱 法 以 质 
荷 比 的 方式 将 相对 分 子 质 基 不 同 的 物质 从 小 到 大 排列 开 来 ,在 质谱 图 上 , 横 坐 标 为 
分 子 离 子 的 质 荷 比 , 纵 坐 标 为 相对 丰 度 , 从 各 个 质谱 峰 的 位 置 , 可 以 一 月 了 然 地 得 
知 其 相对 分 子 质 鞭 。 同 时 ,在 各 种 软 电离 方式 中 , 多 电 奏 峰 的 出 现 述 可 以 辅助 证 明 
分 子 离子 峰 的 存在 。 因 此 ,在 测定 相对 分 子 质 其 方面 ,质谱 法 比 其 他 传统 方法 更 加 
灵敏 HEA. AL. 

三 普通 蛋白 不 同 , 糖 蛋 白 分 子 结构 具 厂 不 均一 性 , 包括 糖 链 的 微 不 均 一 性 及 糖 
基 化 位 点 的 不 均 … 性 ,多 产 基 结构 的 糖 链 使 其 质子 化 能 力 降 低 . 糖 链 末端 唾液 酸 的 
干扰 等 ,这些 特点 给 糖 鱼 日 的 质 赠 测定 带 来 了 困难 ,但 应 用 性 能 高 .灵敏 度 好 的 
MALDI-TOF-MS 也 可 以 直接 测定 分 子 质 基 不 大 、 糖 链 不 十 分 复杂 的 糖 蛋 白 如 核 
BERE B、al 酸性 糖 蛋 白 等 "1, 而 对 十 分 子 质量 大 (大 于 50kDa) HER ROB 
蛋白 如 脸 球 和 蛋白, 就 很 难 直 接 测 定 其 分 子 质 量 。 但 依靠 适当 选取 基质 以 及 辣 合 
应 的 制 轻 技术 , 可 改善 对 某 些 糖 蛋 白 的 质谱 测定 , 如 利用 攻 上 清洁 基质 法 !*1, 可 以 
提高 测定 重组 糖 蛋白 的 灵 艇 度 ;同时 , 唾液 酸 的 存在 遂 常 会 干扰 糖 蛋白 的 测定 , 可 
以 预先 将 唾 深 可 用 唾液 酸 酶 切 掉 , 或 将 唾液 龄 甲 基 胡 化 !41, 百 进 行 测定 , 从 而 提高 
测定 灵敏 度 ,同时 也 可 增加 糖 链 的 稳定 性 。 

TUS RGAE B 由 124 个 氨基 酸 组 成 ,在 34 位 Asn 处 连 有 一 个 高 甘露 糖 型 N - 
糖 链 , 我 们 在 MALDI-TOF-MS 上 测定 广 其 相对 分 子 质量 (图 7-15), 由 于 糖 链 的 微 
不 均一 性 , 与 普通 蛋白 质 及 核酸 不 同 , 其 分 子 离 子 峰 在 MALDI-TOF-MS 质谱 图 上 
BE — SEE GU, 各 峰之 间 约 相差 -全 糖 基 , 同 时 还 出 现 了 双 电 荷 峰 GI, 其 中 
TAT 为 样品 中 含 洗 量 不 带 糖 链 的 蛋白 峰 肥 其 双 电 储 峰 。 根 据 G 五 重 峰 的 测 
定 值 ,可 以 直接 计算 出 糖 慢 白 的 平均 相对 分 子 质 量 (X= XXn. ERE FRE 
白 结 榴 的 这 种 微 不 均一 性 , 使 得 其 分 子 离子 峰 变 宽 , 检测 灵敏 度 降 低 , 糖 链 分 子 质 
ARK, RRX, 灵敏 度 越 差 ,所 以 , 只 有 那些 糖 链 较 短 (于 如 小 于 5kDa), BARR 
BARAK CE DT 150kDa) 的 糖 蛋 碧 在 性 能 较 好 的 仪器 上 才能 测定 其 平均 分 子 
FE. 

糖苷 内 切 酶 切断 糖 链 与 蛋白 之 间 的 糖苷 键 , 用 这 种 酶 切 方法 可 以 直接 测定 糖 
蛋白 的 糖 舍 量 。 有 些 糖 代 和 白 样 总 中 含有 不 带 糖 链 的 和 蛋白 , 如 图 7-15 中 的 小 峰 
(T* )，, 但 因 其 丰 度 很 小 难以 准确 测定 。 我 们 拟 用 糖苷 内 切 酶 酶 切 的 方法 切除 糖 
链 , 获得 蛋白 部 分 的 分 子 质量 。N -连接 粮 链 通常 包含 一 个 五 糖 核 心 , 即 三 甘露 糖 
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T2+ 


7000 8000 9000 10000 11000 12000 13000 14000 15000 16000 17000 18000 19000 
图 7-15 核糖 核酸 酶 了 的 MALDI-TOF-MS 图 


HBR (A 7-11). ATE SEBS F 切断 N - 糖 链 五 糖 核 心 最 内 倒 的 GleNAc-Gle- 
NAc Br 88, 得 到 含 一 个 GleNAc(M = 203Da AT B, 从 中 减 去 GleNAc, 可 以 计算 
出 准确 的 肽 链 相 对 分 子 质 二 。 肽 链 相 对 分 子 质量 与 糖 蛋白 平均 相对 分 子 质 量 之 车 
为 糖 链 的 平均 相对 分 子 质 其 ,进而 求 得 糖 蛋 白 的 平均 糖 含 量 (图 7-16)。 


HeNACO 
wA (T4GIcNAc)2 (T+GleNAc}H+ 


图 7-16 ARRE BOA PRE FEER MALDI-TOF-MS 图 


《3) 糖 基 化 类 型 及 糖 基 化 位 点 的 确定 

糖 链 和 肽 链 中 的 氨基 酸 残 基 通 过 共 价 键 连接 ,用 生物 质谱 法 测定 糖 基 化 位 点 ， 
HEB RABBIS AD BBO HASH AK, SRA LORE, 
B LBS IP CER FF A p, SPR HY RB EES SEI AE, 从 而 确定 其 糖 基 化 位 点 。 
这 种 方法 摆脱 了 传统 的 先 分 解 糖 蛋 白 中 糖 链 和 和 蛋白 ,然后 分 别 测定 的 方法 , 直接 在 
pmol 数量 级 上 对 糖 重 白 进 行 分 析 , 应 用 高 灵敏 度 、 高 准确 度 的 ESI-MS 或 MALDI- 
TOF-MS, 结合 HPLC 或 CE 分 离 技术 以 及 网 上 数据 库 检 索 , 可 以 快速 .准确 地 确 
定 自然 界 中 或 重组 糖 蛋 白 的 糖 基 夏 位 点 。MALDI-TOF-MS 及 ESI-MS 这 两 种 方 
法 在 准确 度 和 灵敏 度 方面 互补 ,在 生物 大 分 子 分 析 方 面 起 到 了 相辅相成 的 作用 。 
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XE FE AS BE BE AE DOE DUE SR AER AS FP, 因此 直接 切除 糖 链 是 可 能 的 ,对 
FT RRR > a, 直接 进行 重 白 酶 切 也 是 可 行 的 。 为 了 减少 反应 步骤 , 可 以 
A BE UT. Bic pei, 这 种 六 法 简单 ,加 入 的 反应 试剂 较 少 , 不 进行 烷 基 化 ,可 以 避免 友 
开 过 程 中 的 脱盐 步骤 及 烧 基 化 不 完全 带 米 的 不 便 。 但 答 使 酶 切 反 应 完全 , 必须 依 
AE — MLB Xe Ip e SC BL, A EAE .还 原 , 且 煤 基 化 ,再 用 糖苷 内 切 酶 
进行 酶 切 , 在 质谱 图 攻守 找 发 生 位 称 的 含 糖 胀 段 ,这 种 方法 由 于 反应 完全 ,往往 得 
到 的 肽 段 信息 多 , 丰 度 高 ,但 由 于 加 入 的 反应 试剂 较 多 ,会 影响 质谱 分 析 , 在 MAL- 
DI- TOF-MS 3X ESI-MS 前 , 往往 需要 脱盐 。 将 核糖 核酸 酶 D 变性 、 烷 基 化 并 用 
DTT 还 原 , 然后 以 谷 氨 酸 着 基 酶 (Giu-C) 酶 切 (图 7-17). VE E RK BE TE PLE TE REEF 
作用 前 后 不 发 生 位 移 (T1.T2.T3) ,说 明 这 些 肽 段 不 含 糖 , 而 在 内 精 苷 键 酶 F 作用 
a DEEST BK EROR ACIE ER (G4 T4), 我 们 将 图 7-17 中 的 肽 质 基 指纹 图 (CPMF) 数 
据 进行 数据 库 检 索 , 和 证 实 T4 肽 段 的 序列 为 ; Ti0 — 49: ROHMDSSTSAASSS- 
NYCNQMMKSR [NLT] KDRCKPVNTFVHE, 其 中 含有 N BS SE RE EE 
天 冬 酰胺 序列 子 (Asn-X-Thr/Ser), 由 此 我 们 确定 了 34 位 Asn HEAL 
点 [4]。 表 7-1 列 出 了 数据 库 检索 出 的 Glu-C JE SO BOB 肽 段 的 
MALDI-TOF-MS 计算 值 .测定 值 及 误差 。 


T3(2+) 


T4(2+} 
TH+) 


5000 


图 7-17 核糖 核酸 酶 也 的 糖 基 化 位 点 分 析 图 
A. EER EEIE Glu-C MY, B. Æ AHER EL oA Ae tf See F 
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家 7-1 Guc HAMER b HR MALDI-TOF-MS 测定 值 
ik B FE 列 计算 值 We Bess 


TI 3-14 TAAAKFERQHMD 1405.5 — 1405.1 — 0.03 
T2. 8)»-1 TOSSK YPNCAYKTTQANKHITVACE 2729.1 2723.6 0.09 
T3 50—86 SLADVQAVCSQKNVACKNGQ 4048.5 4046.5 0.05 
T 049 RQHMDSSTSAASSSNYCNOMMKSR 4795.1 4792.80.05 


KDRCKPYNTFVHE 


唾液 酸 栈 是 用 王将 糖 链 外 端 修 饰 的 唾液 酸 切 除 的 一 种 特异 性 酶 , T O - 
BEL FE UIT O -连接 糖 链 GalNAc-Thr/ Ser 的 一 种 酶 , 也 是 目前 能 够 切断 O -连接 
糖 链 惟一 的 一 种 特异 性 酶 , 内 糖 音 键 酶 下、 及 ~- N BEBE F(PNGase-F) 等 都 是 作 
用 于 N - 糖 链 的 糖苷 酶 ,它们 往往 从 糖 链 内 侧切 断 糖 链 , 专 一 性 较 好 , 是 分 析 糖 蛋 
B PST. 


2.LC-ESI-Q-TOF-MS$ 


TRORH fe, TE p ORE ER Rr HG AA A AO SA BRR P 
D, E CALI FB POE a fa TAF, 经 四 极 杆 分 离 器 获得 一 级 质谱 , 进入 
气体 碰撞 活化 室 选 择 离子 , 以 情 性 气体 与 其 碰 措 产生 碎片 , 进入 飞行 时 间 管道 进行 
分 离 ,得 到 二 级 质谱 。 这 一 册子 化 条 件 较 共 他 方式 更 加 缓和 ,因此 无 论 是 共 价 键 或 
非 共 价 键 结合 的 化 合 物 都 可 以 检测 , 其 谱 图 直接 显示 为 多 电荷 峰 , 经 转换 得 到 单 电 
荷 分 子 离子 峰 。ESI 最 优势 的 地 方 在 于 它 是 众多 软 电 离 方式 中 最 “ 软 " 的 一 种 , 能 
H3 ORB E IE CLC) 9E 8E Hr PK (CE) SUK, 在 fmol 水 平 上 测定 混合 物 , 如 蛋白 酶 解 
FH, HERRE TIE, 

《1) 串 联 质谱 测定 糖 蛋 白 的 氨基 酸 序列 

蛋白 质 气 基 酸 序列 的 测定 虽然 具有 悠久 的 历史 , (8 — ÉL RE TEE fe SER Edman 
降解 法 测定 N 端 氨基 酸 序列 :近年 来 也 以 测定 口 端 1 一 2 个 氨基 酸 来 作为 序列 正 
确 的 依据 。 而 对 蛋 昌 后 内 部 序列 , RAE RE ARH, HPLC 分 离 .收集 肽 片段 , 再 分 
SID HCH BBs BRAY ARE. BOORAH EK, BE dE FUR 
TE, 比如 N FPERRA R E EA TCS EH E n c 
据 差错 等 , 均 给 测定 带 来 不 便 。 电 喷 堵 质谱 的 省 相 色 谱 导 和 人 系统 使 得 它 成 为 众多 
软 电 离 方 式 中 最 “ 软 "的 一 种 ,与 灵敏 度 极 高 的 串联 质谱 技术 结合 .可 以 选择 肽 质量 
指纹 谱 中 的 某 一 肽 候 进 行 序列 分 析 , 得 到 蛋白 质 某 一 中 间 片 段 的 提 基 酸 序列 , 经 网 
上 数据 库 检索 , 确定 其 蛋白 质 的 归 筷 。 对 十 已 知 蛋白 ,用 串联 质谱 的 方法 , 可 以 测 
定 蛋 白质 氨基 酸 序列 中 间 某 -片段 ,从 而 判断 其 序列 与 理论 序列 是 否 一 致 ,这 一 方 
法 完全 可 以 被 延伸 至 糖 蛋 白 的 一 级 结构 分 析 中 来 , 可 以 将 糖 蛋 白 酶 切 后 的 肽 段 , 包 
jae BERK BE, 在 串联 质 湾 上 直接 选择 桨 了 进行 碰撞 活化 , PIU 4) ri PERK ER ae 
酸 序列 ,得 到 糖 蛋 归 的 -~ 级 结构 信息 。 无 论 是 重组 糖 蛋 白 还 是 胶 上 粮 蛋 白 ,都 可 以 
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用 这 秘方 法 进行 分 析 。 我 们 对 图 7-17 中 的 TA REB EER Micromass 公司 的 Q- 
TOF2 型 液 相 色谱 电 喷 才 串 联 质谱 仪 进行 测序 (图 6-15), 得 到 了 核糖 核酸 酶 BB 第 
17 一 29 fir si AERE y AJ, 

(2) SEES H9 05 4 Br 

糖 蛋 白 中 的 糖 链 形式 各 异 EBORE IEEE, 传统 的 方法 是 将 其 进行 氧化 还 原 反 
应 ,再 逐个 分 析 。 目 前 应 用 生物 质谱 的 方法 ,大 大 改善 了 分 析 进 程 , BUSA 
Ui. HPLC ARIE A AAE, 对 舍 糖 肽 段 可 以 直接 用 EST 串联 质谱 以 及 MALDI- 
TOF-MS If] US Jc SE Ee AR (OPSD), 直接 得 到 单 糖 碎 片 , 从 而 确定 糖 链 结 构 ; 也 订 用 
糖苷 外 切 酶 从 糖 链 外 端 对 糖 链 进行 逐一 切除 并 做 质谱 测定 , 不 仅 可 以 确定 其 连接 
方式 ,由 喷 应 用 的 糖苷 外 切 酶 的 尚 度 特 异性 ,还 可 以 判断 糖 链 的 立体 结 档 。 

随 着 电 喷 雾 串 联 质谱 仪器 的 发 展 ,目前 最 直接 的 分 析 糖 链 结构 的 方法 是 应 用 
SEX LER TE RS 了 扫描 (parent ion scan) HA, 选择 特 定 的 糖 链 离子 , £6 nr TEL TE d, 
室 用 情 性 气体 将 其 打 碎 ,从 而 推断 糖 链 结构 ,比如 在 人 血清 转 转 重 白 的 糖 链 结构 分 
析 中 1%51, 选择 以 HPLC 分 离 的 一 个 糖 链 , 其 分 子 离子 双 电 荷 峰 [M+ 2H]? 在 电 喷 
舅 串 联 质谱 中 为 823.8, 将 其 设 定 为 母 离子 , 以 惰性 气体 与 其 碰撞 产生 碎片 , 从 市 
分 析 其 糖 链 结构 (图 7-18)。 
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另外 , 也 可 应 用 中 性 丢失 的 方法 ,选择 高 子 检测 相应 的 肽 发 , 例如 图 7-19, 将 
明胶 酶 B HERRIK- N 聚 糖 酶 降解 ,应 用 MALDI-TOF-MS W EROEM) 
$y BR, 由 十 糖 链 结构 的 复杂 性 , 通常 需要 将 质谱 分 析 与 其 他 辅助 知识 (如 糖 生 物 学 
方面 的 知识 等 等 ) 相 结合 ,共同 确证 糖 链 的 结构 。 

虽然 近 两 二 年 来 应 用 磺 谱 特别 是 串联 质 洋 分 析 糖 蛋白 结构 的 报道 越 来 越 多 ， 
但 绝 大 多 数 是 应 用 HPLC 技术 对 糖 驮 段 进行 分 离 .提取 , 这 一 步骤 无 疑 繁杂 , 而 且 
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Mass(m/z) 


i] 7.19. MALDI-TOF-MS iii sg A BE BEE B BSEC TERES 


对 样品 需要 量 大 , 很 难 分 析 一 些 痕 苹 样品 { 比如 天 然 产 品 )。 
3. 小 集 秦 在 炳 蛋白 分 析 中 的 应 用 


凝集 素 是 -- 类 糖 结 侣 二 和 白 , 它 能 专 -… 地 识别 某 -特定 结构 的 单 糖 或 赛 粮 中 特 
定 的 糖 基 序 列 而 与 之 结合 。 因 而 效 集 素 木 但 可 用 于 穿 糖 碟 糖 复合 物 的 分 离 纯 化 ， 
也 可 用 于 糖 链 的 结构 分 析 , 比 恕 : 伴 刀 豆 球 蛋 日 (ConA) 对 高 甘露 糖 型 N - 糖 链 有 专 
HE ; BIER RC WGA) A 28 GN HERAT SHE TI RMR OS RAE 
MERMERE SE. URE RAG RTA Cona ER SREB RH 


Bi 7.20 ConA 提取 核糖 核酸 酶 B 的 Glu-C 酶 切 物 的 MALDI-TOF-MS Al 
A. MADRE. B.ConA ERRE. 
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型 糖 链 (图 7-20)。 随 着 糖 蛋 白 结构 研究 的 日 益 次 入 , 胶 上 酶 切 结 台 凝集 素 提取 粮 
HEE, JE MALDI 上 直接 检测 的 方法 将 被 更 加 广泛 地 应 用 。 

ESI 在 糖 蛋 白 或 糖 肽 的 离子 化 方面 比 MALDI-TOF 更 为 成 功 , 这 可 能 是 由 于 
在 MALDI 中 必须 应 用 基质 造成 的 , 由 于 多 糖 的 微 不 均 一 性 、 大 分 子 的 N -连接 糖 
链 以 及 难以 观察 的 多 糖 唾 液 酸 作 等 等 原因 ,使 有 些 糖 拨 白 与 基质 难以 发 生 衍 生化 。 
所 以 ,在 MALDI-MS 图 上 ,很 难 观 察 到 大 分 子 糖 重 户 较 好 的 峰 形 网 。 而 ESI-MS 
的 高 分 辨 率 以 及 使 糖 和 蛋白 带 多 电荷 检测 , 使 粮 重 白 在 电 喷 都 质谱 仪 上 的 灵敏 度 及 
分 辩 率 都 天 大 改善 有 了 时 能 够 看 到 多 糖 结构 的 混合 体 , 以 及 在 质谱 图 上 显示 其 微 不 
均一 性 。 

质谱 可 以 测定 不同 糖 基 化 形式 中 的 单 糖 位 点 。 通 这 碰撞 诱 导 解 高 的 特殊 方 
式 , 这 - -技术 还 可 以 提供 各 个 残 基 的 序列 .连接 方式 方面 的 信息 。MALDPI 及 ESI 
这 两 种 技术 适合 上 高 灵敏 度 地 对 大 分 子 质量 范围 内 的 生物 分 子 进 行 测定 , 因而 它 
(PU TART CPR BA, 目前 已 经 获得 了 在 对 蛋白 或 多 肽 释放 的 非 卫 生化 索 
糖 结构 分 析 方面 的 较 好 数据 。MALDLTOEF 85288 3828/7] e CID-FSLTOF 的 源 
内 赚 撞 -诱导 解 离 :*| 或 ESI-MS-MSI” 等 技术 可 以 打 碎 糖 者 键 。 由 于 微 孔 及 毛细 
管 液 相 鱼 谱 的 接口 适合 二 被 分 离 的 糖 基 化 形式 的 碰撞 诱导 碎片 分 析 , EL Bg to E 
电离 技术 已 成 为 蛋 魏 糖 基 化 结构 分 析 的 最 佳 选 择 , 不 同 离子 化 技术 与 更 好 的 检测 
方法 结合 是 质谱 的 发 展 方向 , 在 蛋 犁 糖 基 化 形式 的 鉴定 方面 ,普遍 认为 这 一 方法 比 
出 的 方法 出 色 。 


三 、 糖 蛋白 与 蛋白 质 组 学 
1. 糖 举 白质 组 学 的 生物 学 意义 


借 白 质 组 学 的 发 展 对 整个 生物 体系 的 研究 是 一 个 新 的 突 芍 ,二 维 凝 胶 电 沫 
《2-DE; 的 出 现 使 细胞 中 量 握 质 组 分 的 变化 可 以 一 是 了 然 地 殿 现 在 人 们 面前 。 随 
着 生物 质谱 以 及 网 上 数据 库 检 索 系 统 的 发 展 , 目前 , 人们 已 经 能 够 快速 、 准 确 地 以 
高 通 基 方式 在 fmol 数 基 级 上 从 胶 及 膜 上 提取 并 和 鉴定 蛋 自 质 。 众 所 周知 , 真 核 细胞 
的 基因 组 与 蛋 月 质 组 癌 的 特征 区 别 之 一 就 是 绝 大 多 数 基因 产物 是 经 过 番 译 后 修饰 
的 ,其 中 糖 基 化 是 最 重要 的 修饰 上 方式。 仅仅 分 析 和 蛋白 质 的 氨基 酸 序 列 , 并 不 足以 确 
定 其 特 吻 的 动能 , 发生 在 个 白 表 达 之 中 或 之 后 的 修饰 对 蛋白 质 的 功能 影响 非常 大 。 
因此 ,分析 这 些 修 饰 对 不 同 蛋 白 表 达 模 型 的 理解 是 至 关 重 要 的 , 也 就 是 说 , SER DR 
给 的 方法 需要 被 延伸 至 分 析 细 胞 中 糖 蛋 拍 。 

糖 基 化 过 程 是 糖 基 转 移 酶 活性 的 反映 , 糖 基 转 移 酶 能 够 合成 窒 糖 并 将 其 附着 
于 蛋白 质 , 精 芽 酶 能 够 修整 及 降解 多 糖 。 许 多 丰 度 高 的 蛋白 都 是 糖 基 化 的 , REA 
形式 不 同 它 们 的 等 电 点 太 相 对 分 子 质 著 不 同 , JE ELTE SE DACH E E SER pU A 
度 的 不 均一 性 。 粮 蛋白 的 这 些 特 殊 性 给 其 研究 带 来 了 转 难 。 人 们 必须 下 大 功夫 去 
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研究 这 些 糖 基 化 变化 如 何 对 有 机 体 产 生生 物 学 效应 ;同时 , 因为 糖 蛋 白糖 基 组 分 固 
有 的 多 样 性 能 导致 自白 质 在 形状 、 电 荷 及 体积 等 方面 发 生 微妙 的 变化 ,这 种 变化 有 
可 能 是 暂时 性 的 , 成 者 在 空间 上 修饰 蛋白 质 的 功能 ,这 种 多 样 性 需要 应 用 相关 复杂 
的 物理 及 化 学 技术 对 其 组 成 ,连接 ,分 支 , 界 构 体 及 连接 位 点 等 进行 确定 , 因此 , 研 
究 多 糖 的 分 析 方 法 道 党 被 认为 是 化 学 上 作者 的 职责 。 由 于 仅 限于 单 糖 残 其 结构 太 
多 糖 连接 方式 的 研究 , 通常 碳水 化 合 物 分 析 化 学 被 发 展 成 为 复杂 多 糖 的 结构 测定 ， 
蛋 日 质 中 多 糖 的 分 析 就 是 从 这 些 技术 中 选择 性 地 开发 的 。 尽 管 如 此 , 要 想 揭 示 有 
机 体 新 陈 代谢 中 糙 基 化 的 规律 , 仅仅 对 蛋白 质 中 多 糖 结构 定性 是 不 够 的 , 因为 这 些 
变化 并 不 足以 描述 精 基 册子 蛋白 质 的 功能 。 此 外 , 糖 链 的 丢失 对 蛋白 质 活性 的 影 
响 有 时 是 观察 不 到 的 , 比如 一 些 重组 糖 重 拍 在 其 天 然 糖 基 化 被 丢失 后 仍 具 有 活性 。 
BRAN BEES ane, 同时 , 糖 基 化 的 多 样 性 在 某 种 程度 上 决定 了 蛋 
白质 切 能 的 不 规律 性 。 

蛋 鲁 质 组 方法 监 定 在 疾病 进程 的 初期 疾病 与 正常 组 织 之 问 所 表现 出 来 的 重 白 
质 间 的 差别 , 这些 蛋白 质 可 作为 诊断 及 控制 疾病 的 工作 储 点 。 由 于 血清 通常 用 于 
临床 诊断 , 同时 易 十 获得 , 因此 , 有 许多 报道 是 关于 在 疾病 过 程 中 , 血清 中 糖 蛋白 的 
糖 基 化 变化 的 ,我 们 推断 在 固体 病变 组 织 中 表现 出 的 糖 基 化 变化 也 会 有 相 类 伺 的 
差异 性 。 普遍 认为 二 维 凝 胶 电泳 是 展示 蛋白 表达 过 程 中 变化 的 首选 方法 , FEE 
月 是 同时 存在 的 ,而且 观察 到 的 差异 与 其 表 型 差异 是 相关 联 的 。 蛋 白质 组 并 不 需 
要 以 单个 蛋 悍 作为 双 点 ,而 是 在 任何 可 以 改变 生物 体系 的 所 有 可 能 的 网 络 路 径 中 
发 气 其 影响 , 所以 蛋白 质 组 要 求 对 多 种 种 属 群体 成 员 进行 筛选 , 以 揭示 那些 发 生 在 
蛋白 表达 中 与 个 体 水 至 相 类 亿 的 群体 水 平 上 的 变化 。 如 果 我 们 认为 -- 个 糖 蛋白 对 
疾病 的 表 型 变化 有 影响 , 那么 它 就 可 以 被 用 作 疾 病 的 诊断 标记 ,或 者 直接 用 凝 胶 电 
泳 对 其 进行 分 析 ; 再 者 , 也 可 利用 鉴定 蛋白 糖 基 化 变化 的 特殊 标志 方面 的 知识 , 衍 
生出 其 他 分 析 方 法 对 其 进行 分 析 。 目 前 ,2-DE 已 经 成 功 地 用 于 鉴定 糖 重 白 差异 ， 
已 报道 众多 的 血清 糖 蛋 白 作 为 肾 细 胞 癌 的 标记 物 '”!; 同 时 , 糖 基 化 差异 也 被 用 于 
构建 儿 业 类 癌症 疫苗 ,以 特殊 的 多 糖 与 合成 多 肽 结合 , 用 十 免疫 治疗 的 不 同 策略 已 
TEN pei Rl 51527, 目前 , 这 种 方法 已 经 成 为 这 一 领域 的 研究 兴奋 点 。 

许多 发 生 在 日 标 重 白 糖 基 化 中 的 变化 , 有 的 是 由 于 糖 基 化 穆 度 不 同 而 导致 分 
子 量 的 变化 , 有 的 是 由 于 相应 的 唾液 酸化 而 引起 等 电 点 变化 ,同时 , E EDU BEES E 
及 杖 酸化 也 会 使 糖 蛋 白 的 等 电 点 发 生变 化 。 糖 蛋白 的 这 些 辕 有 属性 使 它们 在 2- 
DE 上 理想 地 排列 , 这 一 阵列 非常 适合 检测 糖 基 化 过 程 中 的 特征 性 变化 ,目前 还 没 
有 其 他 技术 能 够 以 这 种 形式 展示 精 蛋 白 的 不 同 。 


2. 经 分 离 的 胶 上 糖 蛋白 分 析 


由 于 纯化 重 白 所 提供 的 量 是 有 限 的 ,所 以 用 一 维 或 二 维族 胶 电 读 分 离 蛋白 从 
而 实现 糖 基 化 结构 变化 签 测 的 方法 受到 了 挑战 。 质 谱 ( 包 括 基质 辅助 激光 解吸 附 
0457 - 


飞行 时 间 质 谱 和 电 喷 雾 串联 质谱 ) 及 毛细 管区 带电 泳 (CIE), 是 两 种 用 于 解决 出 现 
在 糖 蛋白 异 构 形 中 糖 链 结构 的 不 均一 性 问题 的 最 有 前 途 的 技术 。 糖 蛋白 的 物理 及 
化 学 特性 ,给 应 用 现 有 蛋白 质 组 技术 对 其 进行 分 析 造 成 了 困难 , 糖 链 的 连接 (特别 
是 大 型 的 N -连接 糖 链 ), 由 于 其 庞大 的 相对 分 子 质量 及 亲 水 性 , 使 看 白质 的 特性 干 
差 万 别 , 为 了 分 析 2-DE 分 离 的 糖 蛋白 , 蛋白 质 组 进程 需要 在 许多 方面 加 以 优化 。 
首先 ,在 实验 中 发 现 ,将 纯化 的 糖 蛋白 在 一 维 固 相 pH 梯度 (IPG) 胶 条 上 上 样 
Rt, 由 于 被 动 再 水 化 现象 , 使 进入 胶 条 的 样品 量 很 低 , 利用 “ 杯 状 上 样 法 "可 以 使 糖 
蛋白 进入 IPG 胶 条 的 量 大 大 增加 , 其 原因 只 能 如 上 推断 , 但 是 它 确实 能 够 反映 多 
糖 对 蛋白 质 表面 积 大 小 .电荷 等 方面 的 影响 , 同时 , 它 也 有 助 于 揭示 糖 蛋白 物理 特 
性 的 不 同 。 在 “ 考 染 "过 程 中 , 人 们 发 现 , 糖 蛋白 的 染色 非常 不 理想 ,或 者 根本 染 不 
上 色 。 为 了 对 2-DE 胶 上 蛋白质 混 合 物 阵列 中 的 糖 蛋 白 着 色 , 最 好 的 办 法 是 染色 
其 特殊 的 多 糖 部 分 , 即 应 用 灵敏 的 凝集 素 及 半 抗 原 识别 体 ,目前 市 场 上 已 经 出 现 了 
许多 基于 糖 的 高 砚 酸 盐 氧 化 作用 , 以 及 夹层 抗体 或 生物 素 / 链 霉 亲 合 素 等 显 色 方 法 
发 展 起 来 的 产品 (Bio-Rad 多 糖 检测 试剂 盒 , Boehringer-Mannheim DIG 检测 试剂 
盒 )。 也 可 以 用 荧光 替代 颜色 ,对 氧化 态 糖 的 显 色 方法 加 以 改善 , 从 而 使 PVDF 膜 
EARS ARH Rh BR. A 2-DE 分 析 人 乳腺 癌 标 本 过 程 中 [531, 使 用 
HPA(Helixpomatia) BARBARA, 以 化 学 发 光 法 将 糖 蛋 白 显 色 , 从 而 得 到 标本 
中 糖 蛋 白 的 2-DE 谱 图 (图 7-21)。 


图 7-21 人 乳腺 癌 标 本 的 2-DE R 
A. 银 染 蛋白 图 。B. 同样 的 样品 以 PVDF 膜 转 印 ,用 HPA 染色 并 用 ECL. 显 色 。 


其 次 ,造成 在 2-DE 胶 上 单个 糖 类 型 个 别 分 离 不 明显 的 原因 是 由 于 多 糖 的 不 
均一 性 , 这 种 在 等 电 点 上 的 差异 有 时 是 因为 唾液 酸化 的 不 同 。 但 是 , 在 用 质谱 分 析 
人 al - 抗 胰 蛋 白 酶 的 2-DERLEAW N -连接 糖 链 时 发 现 , 在 每 个 糖 基 形 式 中 ， 
中 性 糖 的 唾液 酸化 有 相同 的 比率 , 造成 等 电 点 降低 的 直接 原因 是 由 于 在 不 同 的 点 
上 , 糖 基 化 是 不 均一 的 [54]。 

ESI 与 MALDI 的 快速 发 展 对 蛋白 质 分 析 的 促进 是 革命 性 的 , 而 对 多 糖 的 分 
析 也 存在 着 同样 的 潜力 ，N -连接 糖 链 质量 (包括 多 肽 部 分 ) 通 常 大 于 3500Da, 在 
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MALDI 上 难以 看 到 , 加 之 以 不 均一 化 的 趋势 ,经 常 只 能 看 到 一 个 宽 的 信和 叶 峰 。O - 
连接 多 糖 在 总 的 趋势 上 比 N -连接 多 糖分 子 要 小 , BERRE, 在 质谱 上 有 时 可 以 
看 到 糖 蛋 白 的 胰 酶 糖 肽 碎片。 将 胶 上 电泳 分 离 并 用 PVDF 膜 班 点 化 的 糖 蛋白 进 
fr BERE OR BLCE p 消除 释放 糖 链 ,也 可 对 O -连接 多 糖 进行 定性 分 析 。 通 过 毛细 管区 
带电 涨 技术 可 以 观察 糖 蛋 白 等 电 点 及 结构 寺 的 微小 差异 ,应 用 质谱 技术 可 以 对 其 
进行 定性 分 析 , 但 是 被 分 析 物 需要 有 一 定 的 浓度 。 首 先 ,我 们 对 和 蛋白质 高 通 量 分 析 
方法 的 选择 ,是 应 用 灵敏 .快速 .简单 的 MALDI 自动 方法 从 -~ 个 已 知 基因 组 对 蛋 
白 进 行 鉴定 , 这 种 方法 对 于 一 些小 的 考 染 蛋白 斑点 的 胰 酶 降解 碎片 也 适用 。… 旦 
蛋白 在 数据 库 上 鉴定 ,许多 被 修饰 的 蛋白 的 微小 特性 也 就 相应 显现 ,接着 用 ESIL 
MSMS BUREAU MAS Ha CA, 鉴定 被 修饰 的 特殊 蛋白 , 为 了 彻底 确定 糖 
基 化 性 质 , 需要 同时 分 析 其 微 不 均 … 性 及 宏观 差异 。 

糖 蛋 白质 组 质谱 常规 应 用 方面 的 问题 在 十 , 对 于 MALDI-TOF-MS, 适合 于 大 
AT ARIK PERS AK FF PRA BUB f$ 本 进一步 开发 ,同时 ,应 用 MALDI 分 析 时 , PAK 
的 上 游 定 集 的 选择 是 很 有 帮助 的 ;在 ESI-MS-MS 方面 , 糖 肽 虽然 可 以 在 LC 上 分 
离 , 但 精 肽 上 的 多 糖 寿 片 难以 被 解释 , 检测 灵敏 度 需 要 进一步 提高 , 或者, 需要 寻找 
一 个 易 离 子 化 基 财 对 日 标 糖 进行 衍生 化 , 其 化 学 反应 必须 完全 上 且 简 单 St BE E 
Mm Bt or pr, 使 自动 化 进程 得 以 加 速 。 

尽管 如 此 ,对 熏 白 质 上 糖 类 型 的 完全 结 档 分 析 , 其 要 求 远 远 超 过 仅仅 对 糖 进行 
相对 分 子 质 址 测定。 与 用 于 肽 质量 指纹 谱 中 的 氨基 酸 质 量 相 比 ,许多 单 糖 残 基 右 
着 相同 的 相对 分 质量 ,同时 ,连接 方式 ,序列 以 太空 间 构 型 难以 用 质谱 测定 。 但 
是 ,我 们 也 应 该 看 到 , 由 士 各 种 单 糖 在 其 结构 和 框架 范围 内 有 一 定 的 守恒 竹 , 使 精 
蛋白 的 分 析 简 化 。 内 此 ,可 以 通过 对 -一些 已 知 的 特殊 组 织 或 种 属 方面 的 知识 ,来 约 
束 可 能 的 具有 某 种 特定 质量 的 多 糖 结构 。 


3. 基因 工程 产品 中 的 精 蛋 白 分 析 


糖分 析 最 初 是 以 复杂 的 .大 相对 分 子 质 量 的 多 糖 的 化 学 及 物理 结构 测定 为 焦 
点 的 。 这 些 技术 从 前 非常 适 于 对 于 那些 相对 分 子 质量 较 小 .结构 较 简 单 的 多 糖 的 
分 析 。 质 谱 仪 的 发 展 , 加 上 许多 特殊 的 外 切 糖苷 酶 的 纯 系 化 ,使 我 们 能 够 分 析 许 多 
RRA LEBEL ,连接 方式 及 序列 。 由 于 经 纯化 过 的 被 表达 的 重组 精 蛋 白 
在 样品 量 的 提供 方面 占有 优势 ,所 以 通过 对 它们 的 分 析 , 使 得 绝 大 多 数 分 析 方 法 得 
以 优化 。 相 对 而 言 ,分 析 2-DE 分 离 的 糖 蛋白 所 需 的 样品 董 日 益 减 小 (通常 为 10 
pmol 或 100ng) . 

由 重组 DNA 生产 蛋白 质 的 方法 是 生物 技术 产业 的 一 个 延伸 领域 。 许 多 治疗 
及 诊断 蛋白 质 都 是 糖 基 化 的 ,因此 糖 基 化 形式 的 快速 分 离 及 鉴定 就 十 分 必要 。 由 
于 多 糖 链 的 变化 能 够 诱导 许多 不 良 的 免疫 学 反应 , 导致 越 来 越 多 的 需求 对 糖 蛋 白 
的 多 糖 部 分 进行 严格 的 鉴定 。 对 于 细胞 系 和 培养 条 件 的 依赖 , 使 表达 体系 不 可 能 
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完全 控制 蛋白 的 糖 基 化 ,众多 的 结构 差异 由 此 产生 。 通 常 可 以 用 控制 发 酵 过 程 中 
的 杂 件 的 方法 , 初步 监测 不 同 糖 基 结构 是 怎样 产生 或 者 何 时 产生 的 ;同时 , 用 液 相 
色谱 法 监测 批 次 间 差 异 及 下 游 进程 ;电泳 技术 由 于 其 高 通 基 、 对 比 性 分 析 及 分 辨 率 
等 方面 的 优势:51, meee CHERRIES, ARR 
分 析 及 产品 监测 。 

糖 基 化 的 出 现 与 缺失 也 能 调节 一 些 重 组 蛋白 的 功能 , 比如 :人 粒 细 胞 集落 刺激 
HP i ni p xx 20571 甲状 腺 过 氧化 物 栈 553] 及 ol -酸性 糖 蛋 白 '”! 都 是 要求 
具有 体 内 活性 的 糖 基 化 重组 和 蛋白 。 其 他 一 些 重 组 蛋 魏 天然 就 存在 糖 基 化 ,如 应 小 
MERE ORMEKRRE) 它们 其 至 在 无 糖 基 化 时 也 有 活 竹 。 我 们 对 重组 人 
促 红 细胞 生成 素 (rhEPO) 的 糖 含 革 进 行 了 了 MALDI-TOF-MS 分 析 ( 图 7-22), 根据 
酶 切 前 后 的 上 斋 量 差 可 以 计算 出 唾液 酸 合 卉 及 总 粮 含 其 , 其 中 唾液 酸 含 攻 为 8.6%， 
OES bk A 34.4% 。 
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图 7-22 EPO fH E MALDI-TOF-MS 测定 
A.EPO 2 FIR, Bb.O ERENIIIUT, C. GERBER, D. ARES ORE FEET. G+ G24 634 4 
BEL EPO T TR Bd EST .T2+ 为 不 会 糖 的 EPO 分 子 离子 峰 及 双 电 荷 峰 。 


最 后 , 基因 组 及 和 蛋 目 质 组 领域 所 获得 的 大 量 数据 使 生物 信息 学 领域 受益 恩 浅 ， 


SWISS PROT 及 类 似 的 许多 数据 库 给 生物 化 学 家 们 提供 了 信息 的 贮藏 地 ,进而 也 
需要 类 似 十 它 的 完整 的 数据 库 及 傅 息 工具 适应 糖 基 化 数据 的 翻译 , 以 适应 糖分 析 
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£6) BRR HERE eh Be BR POS IET EA re LE Je EORUM REL AUT, 结合 生物 学 以 
及 化 学 知识 , 同时 道 过 设计 特殊 的 糖苷 外 切 酶 阵列 ,可 以 检测 可 能 的 结构 。 杠 据 糖 
质量 指纹 谱 还 可 以 推测 序列 ,综合 糖 香 记 中 大 址 有 价值 的 知识 ,用 以 分 析 从 糖 蛋白 
质 组 分 析 中 获取 的 数据 。 


结语 


和 蛋白质 的 翻译 后 修饰 ,包括 糖 基 化 ,对 于 发 生 在 生物 学 体系 中 的 新 陈 代谢 具有 
控制 作用 ,多糖 结构 中 存在 着 可 利用 的 广泛 的 差异 性, 这些 差异 性 对 于 新 陈 民 澳 的 
调节 细致 人 徽 。2-DE 展示 的 糖 蛋 白 阵 询 为 我 们 提供 了 一 个 谱 图 , 由 它 我 们 可 以 探 
索 疾 病 发 生 、 发 展 过程 中 的 变化 。 重 组 糖 重 瞩 由 于 其 能 够 提供 足够 的 样 唱 量 , 应 用 
质谱 以 及 相关 技术 的 分 析 工 具 已 经 能 够 较 完善 地 鉴定 其 结构 。 目 前 ,要求 这 些 可 
达到 pmol 员 第 度 的 检测 方法 能 够 像 蛋 白质 组 鉴定 的 一 些 方 法 一 样 ,适应 高 通 量 的 
糖 蛋 白 的 鉴定 与 定性 。 随 着 各 种 软 电离 方式 的 出 现 , 质谱 仪器 已 经 被 广泛 应 用 于 
生物 样品 的 分 析 , 加 之 各 种 分 离 手 自如 HPLC、CE 与 串联 质谱 的 结合 ,以 及 MAL- 
DI-TOF-MS 中 DE. PSD 技术 的 应 用 ,使 质谱 仪器 更 加 多样 化, 满足 生命 科学 研究 
中 对 于 生物 大 分 子 结 构 信 息 的 需求 。 信息 高 速 公路 的 开通 , Internet 网 上 数据 库 
名 以 瞬间 提供 大 坛 的 信息 ,以 肤 质 量 指 纹 谱 结合 网 上 数据 库 检 索 确定 蛋白 质 -一 级 
at, GER RH ACR Hk A BE EIE MALDLTOF-MS 238r, — HE EE RE £0 BE (2D Gel) 
分 离 大 量 混合 蛋白 并 胶 上 酶 切 技 术 、 季 上 直接 酶 切 质谱 分 析 等 快速 .准确 、 灵 敏 的 
新 方法 ,已 经 使 恒 眼 质 的 结构 分 析 进 入 了 白 动 化 时 代 , 相信 这 些 技术 间 样 适用 于 糖 
蛋白 的 结构 分 析 。 从 已 开发 的 数据 形式 我 们 可 以 获得 延伸 的 信息 , 这 将 依赖 于 改 
进 的 、 更 加 灵敏 的 方法 学 方面 的 进展 , 以 及 生物 信息 特别 是 糖 生物 信息 工具 的 构 
E. ETARE, ATES EERE A PSMA ER AMBRE Sg ER 
活动 的 奥秘 。 
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第 八 章 ”定量 蛋白 质 组 学 研究 技术 


如 果 把 O'Farrell! ZE 1975 年 运用 二 维 凝 胺 电泳 技术 对 E coli 中 总 蛋白 进行 
分 离 作 为 研究 蛋白 质 组 学 技术 的 开始 , 重 白 质 组 学 研究 技术 也 不 过 才 仅 仅 几 十 年 
的 历史 。 但 是 , 它 却 得 到 了 很 大 的 发 展 , 包 括 20 世纪 80 FRAIL pH 梯度 的 发 
明和 完善 ,生物 质谱 技术 在 鉴定 蛋白 质 中 的 成 功 应 用 以 及 计算 机 技术 在 分 析 二 维 
器 腔 电 泳 图 谱 的 应 用 。 特 别 是 在 "蛋白 质 组 "1 的 提出 到 现在 这 几 年 ,新 技术 更 是 
层出不穷 。 如 多 维 色 谱 - 质 谱 联 用 技术 ,蛋白质 荧光 染色 技术 [* 蛋 ,和 恒 白 质 芯片 
技术 同位素 标 记 技 术 5 .同位 素 亲 和 标签 技术 口 等 。 这 些 新 技术 的 使 用 突破 了 
常规 2DE-MS 分 析 途 径 本 身 所 固有 的 局 限 性 , 提高 了 分 析 的 重复 性 灵敏度 .准确 
性 。 因此 ,有 人 提出 了 “ 定 基 蛋白质 组 学 (quantitative proteomics)” Age $93, gg 
量 蛋白 质 组 学 , 顾 和 名 思 文 ,就 是 把 一 个 基因 组 表达 的 全 部 蛋白 质 或 一 个 复杂 的 混合 
体系 中 所 有 的 仅 犁 质 进 行 精确 的 定 攻 和 鉴定 的 一 门 学 科 !*]。 

传统 的 对 蛋白 质 组 研究 的 途径 是 分 离 -鉴定 。 对 一 个 蛋白 质 混合 体系 ,首先 用 
二 维 凝 胶 电泳 进行 分 离 , 然后 对 蛋白 质点 进行 染色 ,最 后 通过 比较 单个 蛋白 点 染色 
强度 , 对 其 进行 定量 分 析 。 在 这 个 过 程 中 , 理想 的 染色 方法 必须 有 以 下 几 个 特点 : 
外 具有 良好 的 线性 范围 , 也 就 是 说 ,染色 的 强度 与 蛋白 质 的 量 成 正比 ;四 县 有 好 的 
AE, MMAR AHMAR AREA OR ABHRRE, 只 有 这 样 它 才 
&E 6: 9 H PRE NEAR OREM RSME EHR, MER EMEA 
PTER Pa be), FEE, KS RASS RRR s SS 
法 ,都 不 能 完全 符 台 上述 的 几 点 特征 , 也 就 不 能 应 用 于 定量 蛋白 质 组 学 研究 。 近 年 
来 , 随 著 图 像 分 析 系 统 的 发 展 ,荧光 染色 技术 更 多 地 用 于 下 白质 组 党 研究 。 与 考 马 
斯 亮 蓝 染色 法 或 银 染 法 相 出 , 它 能 更 好 满足 于 上 述 几 点 要 求 ,从 击 能 够 应 用 于 定 二 
蛋白 质 组 学 研究 (后 面 将 有 详细 的 介绍 )。 在 传统 的 和 蛋 扬 质 组 研究 中 , 质谱 只 应 用 
于 对 未 知 蛋白 点 的 鉴定 , 而 不 能 度 用 于 对 蛋白 质点 的 定量 分 析 , 这 是 因为 不 同 的 皇 
白质 或 多 肽 具有 不 同 的 离子 化 能 力 ,所 以 不 能 够 通过 质谱 图 对 蛋白 质 或 多 豚 进 行 
定量 分 析 。 但 是 ,0Odatl9 等 人 提出 的 稳定 同位 素 代 谢 标 记 的 方法 和 Gygi 78 AR 
出 的 同位 素 亲 和 标签 技术 巧妙 解决 了 这 个 问题 。 此 外 ,还 有 蛋白 质 芯 片 技术 ,也 可 
用 于 定量 秘 向 质 组 学 研究 。 接 下 来 将 详细 介绍 这 些 技术 。 


第 一 节 利用 荧光 染料 进行 定量 的 蛋白 质 组 分 析 技 术 


截止 到 现在 , 虽然 有 多 种 新 技术 应 用 于 和 蛋 白质 混合 物 的 分 离 , 如 多 维 色谱 技 
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ROB RA A UR A MR RAE E HEREISE S DK (9 77 BERE 73, 
xk 1B RE BS HL, DK HER SR Ae do EP eR PR. TEXT IRE 
中 , Ar M d A eA ESE. Rabilloud ite T PB T EREE B, 
泳 分 离 的 蛋白 质 显 色 方 法 ,包括 放射 性 标记 方法 .有 机 染料 方法 RRNA . 金 
属 离子 还 原 法 . 基 十 对 盐 离 子 结合 能力 不 同 的 负 妇 法 。 此 外 , 他 还 根据 二 维 府 胶 的 
三 个 过 程 , 即 等 电 桌 焦 前 、 等 电 聚焦 与 SDS - 聚 丙烯 酰胺 电 沪 之 问 ,SDS -R HE 
胺 电泳 后 ,讨论 了 适用 于 各 个 过 程 的 染色 方法 。 但 是 , 目前 大 多 数 实验 室 都 采用 
SDS - 聚 丙烯 栈 胶 电泳 后 对 分 离 的 蛋白 质 进 行 染 色 的 方法 。 在 这 个 过 程 中 , 除 放射 
性 标记 以 外 ,其他 方法 均 可 用 。 前 几 年 ,由 于 没有 合适 的 检测 经 过 荧光 染料 染色 的 
二 维 凝 胶 的 设备 , 人 们 大 多 采用 考 马 斯 亮 监 染色 法 或 银 染 法 。 对 于 考 马 斯 亮 蓝 法 
来 说 , 它 虽 然 有 好 的 线性 荡 围 .通用 性 旦 不 干涉 后 续 的 质谱 鉴定 , 但 是 它 的 灵敏 性 
太 低 ,所 以 不 适合 十 蛋白质 组 研究 。 对 于 银 染 法 来 说 , 虽然 有 好 的 灵敏 性 , 但 它 的 
线性 范围 太 窜 , 了 影响 后 续 的 质谱 鉴定 。 由 于 上 述 所 讲 的 几 点 原因 , 考 马 斯 亮 蓝 染 
色 法 或 银 染 法 不 能 符合 人 们 的 要 求 , 人 们 把 自 光 投向 了 荧光 染料 , 而 此 时 , 有 厂家 
推出 了 适合 于 分 析 下 维族 胶 的 荧光 扫 撒 仪 ,使 得 人 人们 能 够 对 经 过 荧光 染色 后 的 二 
维 凝 胶 进 行 分 析 。 

适用 于 检测 恒 和 白质 的 荧光 染料 有 两 种 ,种 是 能 与 蛋白 质 共 价 结合 的 荧光 染 
料 , 如花 青 染料 。 由 上 这 种 结合 是 多 位 点 的 , 因此 它 降低 了 蛋白 质 的 溶解 度 。 所 以 
在 运用 共 价 结合 染料 来 标记 蛋白 质 时 , 染料 的 用 其 很 少 , 这 使 得 其 灵敏 度 降低 ;此 
外 , 在 二 维 凝 腕 电泳 过 程 中 ,由 于 有 大 基 未 标记 和 蛋白质 存 在 ,给 后 续 的 蛋白 质点 的 
切割 和 分 析 带 来 了 困难 。 田 一 种 是 非 共 价 结合 莹 光 染 料 ,也 有 两 种 不 同类 型 ;一 种 
BRA EAA EN RA, 在 政 水 性 环境 中 和 和亲 水 性 环境 中 性 
质 不 同 ,只 在 政 水 性 环境 中 才 会 产生 荧光, 如 莱 乙 烯 基 染 料 ( 如 Sypro Orange, 
Sypro Red 和 Sypro Ruby JAE FPL (Nile Red) 等 ; 另 一 种 是 荧光 染料 与 蛋白 
质 有 特定 的 亲和力 , fin — ERST BGI CRaBPS)U!,. Lopez! 218 ro T EL 8 BERE 
电泳 以 后 分 别 用 酸性 硝酸 银 染 色 法 与 荧光 染料 Sypro Ruby 在 灵敏 度 ,动力 学 线性 
范围 和 胶 内 酶 解 片 运用 基质 辅助 激光 解析 电离 质谱 回收 肘 段 三 方面 能 力 的 差异 。 
通过 对 标准 蛋白 漆 合 物 进行 SDS - PAGE 一 维 电泳 分 离 和 对 鼠 纤 维 原 细胞 裂解 物 
进行 二 维 电泳 分 离 后 , 进行 胺 内 酶 切 、 质 谱 上 鉴定 来 分 析 。 在 恨 纤 维 原 细胞 裂解 物 二 
ERR d DK ER E, 用 银 染 法 得 到 了 1290 个 点 ,而 用 Sypro Ruby 荧光 染色 法 得 到 了 
1063 个 点 , T URRE R RUER IE Sypro Ruby 荧光 染色 法 高 一 点 。 但 对 标准 蛋白 
质 胶 内 酶 切 和 质谱 分 析 后 , 对 于 含量 大 的 磷酸 化 梅 b 蛋白 (大 于 500fmol), 质谱 图 
上 肽 段 的 回收 率 是 一 样 的 , 而 对 二 含量 较 少 的 磷酸 化 酶 b EA C75fmol), 经 过 银 染 
后 的 收 白 质 的 肽 质 二 指纹 图 上 没有 匹配 的 本 段 ,但 经 过 Sypro Ruby 荧光 染色 的 蛋 
扑 质 的 肽 质量 指纹 图 上 有 2 个 匹配 的 肘 段 。 对 鼠 纤 维 原 细胞 虱 解 物 二 维 凝 蛟 电泳 
图 上 一 个 高 丰 度 点 进行 胶 内 酶 切 和 质谱 分 析 后 , 发现 经 过 Sypro Ruby 荧光 染色 的 
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蛋白 质 的 咪 质 基 指 纹 图 要 明 电 好 于 银 染 后 的 蛋白 质 的 肽 质量 指纹 图 。 他 们 还 比较 
了 两 种 染色 方法 的 动力 学 线性 范围 ,发 现 Sypro Ruby 荧光 染料 的 线性 范围 是 酸性 
RER 700 倍 。 从 上 述 比 较 可 以 看 出 ,运用 荧光 染料 染色 的 方法 比 轨 染 法 更 迁 
合 于 定量 蛋白 质 组 学 研究 。 此 外 , RabilloudI 等 人 比较 了 两 种 不 同类 型 的 非 共 价 
结合 荧光 染料 一 一 Sypro Ruby 和 RuBPS 对 及 内 蛋白 的 染色 和 分 析 , 发 现 这 两 种 染 
料 在 灵敏 度 .线性 范围 . 状 质 莉 指 纹 赂 干扰 方面 没有 天 的 差别 。 最 近 Amersham 公 
By] HEY T 3€ X6 XX 1h] 23 a BEI HK ( fluorescence two-dimensional differential gel elec- 
trophoresis, 2-D DIGER, th 3X fi je FA A [8] 9 3e 36 OS n 8| b io Af I8] A EE ER 
Th, RRP E T] PCR GRE, 在 单一 的 双向 腑 上 进行 分 离 和 检测 ,按照 它们 所 
发 出 荧光 的 不 同 ,来 比较 在 不 同 细胞 状态 下 蛋白 质 基 的 变化 。 由 于 它 克 服 了 在 二 
维 凝 腔 电 泳 过 程 中 不 同 凝 胶 间 重复 性 差 的 问题 , 定量 更 加 准确 。 但 是 由 于 它 是 在 
Sr BE AR aT E A ET ic, 所 以 必须 应 用 与 蛋白 质 共 价 结合 的 芍 光 染料 ,因此 
带 来 了 一 系列 的 问题 , 如 上 所 述 。 其 操作 过 程 如 图 8-1 所 示 。Tonge RI Sia H 
2-D DIGE 技术 对 正常 鼠 肝 组 织 与 扑热息痛 处 理 的 鼠 肝 组 织 的 蛋白 质 组 进行 定量 
分 析 。 详 细 情 况 参 阅 参考 文献 13。 
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第 二 节 和 运用 质谱 进行 定量 的 蛋白 质 组 分 析 技 术 


正如 前 面 所 述 ,由 于 不 同 重 白质 和 多 肽 在 质谱 仪 中 部 子 化 能 力 不 同 ,所 以 从 质 
谱 图 中 不 能 得 到 它们 其 的 信息 。 和 但 是 , 对 于 其 有 相同 离子 化 能 力 的 重 白 质 或 多 肽 ， 
可 以 通过 比较 质谱 峰 的 强 细 , 得 到 其 相对 量 的 数值 。Oda 和 Gygi 等 人 利用 此 原 
理 ,用 一 种 质 赵 标签 来 标记 一 种 状态 下 的 蛋白 质 , 然后 与 另 一 种 状态 下 没有 标记 的 
重 白 质 混 合 起 来 , 进行 质谱 分 析 , 然后 通过 比较 某 个 蛋白 质 没有 标记 的 峰 利 标记 后 
峰 的 强 弱 ,就 可 知道 这 种 蛋白 质 在 这 种 状态 下 表达 量 的 变化 。 


一 \ 稳 定 同位 泰 代谢 标记 技术 


该 方法 由 Odal21 提 出 ,其 具体 作法 是 ,在 两 组 酵母 细胞 平行 生长 的 培养 基 中 ， 
—£H & f1X SR LIS] 2 3€ 28 ^p (N, 99.696; FN, 0.496); 另 一 组 基质 相 周 , (ELE 
5N{ >96%)。 经 过 一 段 时 间 培 养 乒 ,将 细胞 裂解 , 然后 将 这 两 组 蛋白 质 等 址 汇合 ， 
通过 装 胶 电泳 分 离 和 染色 后 , 找 出 善 蜡 表达 蛋白 质 , 糙 其 从 肯 胶 中 按 出 , 酶 解 后 ,用 
MALDI-TOF 分 析 。 由 于 ”5N 标记 药 肽 的 相对 分 子 质量 要 比 4N 标记 的 也 大 , 通过 
比较 二 者 在 质谱 网 上 的 强 彰 , 就 可 以 精确 定 其 同 - -蛋白 质 在 不 阿 生 长 条 件 下 的 表 
达 量 的 变化 。 同 时 Oda 等 人 运用 这 种 方法 崔 确 的 定量 了 重 由 和 质 不 同 的 磷酸 化 位 
点 0 中。 但 是 ,这 种 方法 也 有 它 的 缺点 ;名 它 只 适用 于 对 微生物 的 分 析 , 而 不 能 对 从 
组 织 中 提取 的 细胞 直接 进行 分 析 ; 仿 同位 素 富 集 的 基质 环境 可 能 会 影响 微生物 的 
生长 和 和 蛋白质 的 生物 合成 ; 国 同 位 素 标 记 增 加 了 被 标记 蛋白质 的 相对 分 予 质 量 , 从 
而 吉大 了 数据 库 搜寻 的 难度 。 


二 同位 素 亲 和 标签 披 术 


该 技术 由 Gygit7] 提 出 , 它 主 要 是 使 用 了 -种 称 为 ICAT 化 学 试剂 , 其 结构 由 
HA SEIS, EAE CEA E, bien), 用 来 分 离 经 CAT 标记 后 的 和 多肽 ;第 
二 ,连接 子 ,用 来 整合 稳定 的 同位 素 ; 第 -二 ,活性 基 团 , HORE EE LE EMS 


试剂 
TE: dE-ICAT(X- ff) 
$5: d0-ICAT(X> 1) 


i 
HR NH O xX XX $ 


S H xX Xx H 
EWE HET HR SEHE RR c PCRE M 


图 8-2 ICAT 试剂 的 结构 图 
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Quantitate relative protein levels by messuring peak ratios 


x 100 Mass difference 
from stabie 


Relative abundan 


0 
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miz 


Identify peptide by sequence informatio MS/MS scan) 
S 100 y 7 NHSEACDPLR-COOH 


Relative abundan 


图 8-3 ICAT 战略 图 示 
该 图 示 显 朱 丁 对 整个 细胞 列 解 物 中 划一 重 白 的 分 析 。 分 别 收集 
BRR AS 上 的 细胞 裂解 物 , 变性 , RE LIS, 分 别 用 * 重 "或 
“CAT 试剂 来 标记 它们 , SERS, BOM, im Hi 
Sun E sem 6 oe a Bic E Bk, 通过 在 钱 的 HPLC 结合 
串联 质谱 对 它们 进行 分 析 。1ICAT fei BST 3 BET 38 HE EG P9 
fon p EERTE EAHA AH. RIES, 串联 
COT AK PES SET A LER E EAT. OTe 
BA ES — gt xpi E, 并 于 在 理论 上 它 可 应 
用 于 昼 整 个 蛋白 质 组 这 样 复杂 的 蛋白 质 混 合体 系 。 
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酸 }。 试 剂 有 黄种 形式 , 称 之 为 “ 重 "( 和 连接 子 合 有 8 个 气 原 子 ) 和 “ 轻 "( 连 接 子 含有 
8 TIET), 如 图 8-2 所 示 。 含 8 个 氧 原子 或 8 个 气 原 子 的 ICAT 相对 分 子 质 量 
正好 相关 8Da 或 4Daf 带 双 电 荷 )。 

当 不 同 状态 的 细胞 被 裂解 后 , 分别 加 入 不 同 标记 的 ICAT 与 总 蛋白 质 反 应 。 
ICAT 的 反应 基 财 会 专 一 与 重 和 白质 中 的 Cys 共 价 结合 , 待 充分 反应 后 ,将 二 者 等 量 

合 ,再 用 胰 蛋 白 隋 酶 解 , HPLC 分 离 ,就 可 对 合生 物 素 ICAT 酶 解 片 段 进行 串联 
mnt. 如 图 8-3 所 未 。 

一 对 ICAT 标记 来 源 不 同 细胞 状态 下 的 相同 脉 段 总 是 一 前 一 后 相 邻 分 布 在 质 
谱 图 上 , 匡 相 对 分 子 质量 止 好 相差 8Da 或 4Da( 肽 段 带 两 个 电荷 )。 通 过 MS/MS 
鉴定 出 该 片段 属 天 何 种 蛋白 质 后 , 再 通过 计算 一 者 峰值 的 差异 ,就 可 知道 这 种 蛋白 
在 这 两 种 细胞 状态 下 表达 的 情况 。 

Gygi 等 人 对 酵母 乙 苹 脱 氢 酶 的 两 种 同 工 酶 进行 了 分 析 。 薛 和 母 的 西 种 乙醇 脱 
AEDI ADH! 和 ADH2。 当 酵母 在 有 己 糖 的 环境 下 生长 时 , ADHI CREE 
转化 成 乙醇 。 在 无 其 他 碳 源 存在 时 ,乙醇 会 作为 惟一 的 碳 源 被 醇 母 利用 ,这 一 步 依 
RMF ADH2 将 乙醇 转化 成 醛 。 乙 醛 再 经 过 其 他 反应 进入 代谢 途径 , 以 产生 必需 的 
SRHBORI BE SEGEREREST E dE. ADHI 和 ADH2 H AHR TUE YE ES XA 93%, mi HBH 
J& SR Y ATA RE ER. H A — Oe AE Ee P 25 P Val 到 Thr), 25 2E L8 PE D RE 
ADHI HRA T 4 EA Z, BUS EUR A. FR, ADH 在 乙醇 诱导 下 的 表达 
hti dp2E SLE TETE T EH 200 多 倍 ,如 图 8-4 所 示 。 


ADHI YSVCHHTDILHAWHGDNWNPI.PVK ADH2: YSVCKHTDI.HAWHGDWPI.PTK 
1457.1 
100 


= 
= 


1453.18) Galactose 
“~~ Galactose 


Relative Abundance 


0 
1430 1440 1450 1460 1470 1480 H430 1440 1450 1460 1470 1480 
nz miz 


Ratio:0,57 Ratio. 200 


图 8-4 im BP ICAT PARTE RE 1 eC CN 
(ADHI 和 ADH2) 8835 5e i HT 


ICAT 共有 广泛 的 兼容 性 ， MP 第 一 .能够 兼容 分 析 任 何 条 侍 下 体液 、 
细胞 .细胞 .组 织 中 绝 大 部 分 蛋白 质 ; 第 二 , 储 化 反应 即使 在 盐 .去 垢 剂 、. 稳 定 剂 (如 
SDS、 尿 素 、. 盐 酸 县 等 ) 存 在 下 都 可 进行 ; ae Cys FR ERU MAES, 从 而 降 
MET RED MUERE RUE BAD, ICAT AB Pee EE fH 2I E ^E (E So HE L1 FR 
的 分 离 方法 ,因此 能 很 好 地 定量 分 析 微 量 蛋 白质 。 当 然 , ICAT 技术 依然 存在 一 些 
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问题 。 首 先 , ICAT MAMA T- Hiit £329. 500Da, 这 对 肘 段 来 说 已 经 是 一 个 很 大 的 
EHD, 这 会 增加 数据 库 搜索 算法 的 复杂 性 , 对 一 些小 的 肽 段 (小 于 7 PE E 
是 如 此 。 其 次 ,这 -方法 无 法 分 析 不 含 Cys HEH. ERS, 约 8 员 的 蛋白 质 是 
不 含有 Cys 残 基 的 ,但 这 一 点 完全 可 以 通过 合成 对 其 他 氮 基 酸 基 现 专 一 的 ICAT 
试剂 对 这 部 分 彝 白 质 进 行 分 析 , 这 一 思想 将 会 有 力 地 推动 对 千 犁 质 翻 详 后 修饰 的 
研究 [6 。 

最 近 , Griffin 等 (外 运用 MALDI QqTOF 质谱 和 ICAT 技术 定量 分 析 了 以 乙醇 
A Sm WOR Bl af T, SE BEER SE ELLE D. BRBLADNR CE AA 
间 碳 源 存 在 下 , 生长 达到 稳定 状态 后 , 收集 细胞 , 裂解 后 , 总 蛋白 与 ICAT 试剂 反 
应 ,然后 用 胰 蛋 白梅 消化 ,将 消化 产物 先 过 强 阳 离子 交换 树脂 柱 , 再 用 上 反 相 毛细 管 
液 相 色谱 柱 分 离 , 最 后 将 共 饮 分 直接 点 到 MALDI 革 上 ,加 上 基质 ,就 可 对 其 进行 
质谱 分 析 。 他 们 用 皮 相 毛 绍 管 滚 相 色 谱 柱 分 离 3 种 不 癌 阳 离子 交换 树脂 馏分 , 共 
点 了 33 个 靶 点 ,分 析 得 到 了 59 种蛋 晶 质 ,并 对 它们 进行 了 定 基 分 析 。 此 外 ,用 这 
种 方法 还 鉴定 了 8 MAR DUE EL CIBO T fet BDF 0.2), RPP RAR 
的 密码 子 偏 性 系数 为 0.069。 而 Smith 等 人 (引用 ICAT 技术 和 傅 里 叶 转换 离子 回 
WEH He WBE (fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry, FTICR 
MS) 相 结合 , 得 到 了 一 种 新 的 定量 蛋白 质 组 学 研究 技术 。 该 技术 主要 运用 了 FTI- 
CR 质谱 起 强 的 质 址 分 辨 能 力 , 对 细胞 蛋白 混合 物 进行 一 维 分 离 后 ,就 可 进行 鉴 
定 。 同 上 述 一 样 的 道理 ,与 ICAT 技术 结合 后 ,就 可 用 于 定量 让 后 组 分 析 。 


第 三 节 BARS ERA 


蛋白 奈 芯 片 技 术 就 是 将 一 系列 “诱饵 "蛋白 (如 抗体 ) 以 阵列 方式 固定 在 经 过 特 
殊 处 理 的 底板 上 , 然后 将 其 与 待 分 析 的 样品 杂交 , 只 有 那些 与 “诱饵 "结合 的 重 日 才 
被 保留 在 蕊 片上。 这 种 方法 实质 上 是 大 规模 的 酶 联 免疫 吸附 测定 , 而 酶 联 免疫 吸 
HE ORL ATER. RAR RR ABT RBA RK: OSE eH 
SIMBA MS Mae BAA RE A OA BE A ot PIA, 这 种 分 子 识 
MAKRCR AETS., CHARA PRA Si. MR AEA 
“SAS”, 必须 遵循 以 下 几 合 重要 原则 :首先 , 必须 有 支持 获得 和 选择 单个 蛋 
白 的 方法 , 这 个 蛋白 其 至 是 经 翻译 后 修饰 的 。 这 个 抗体 必须 是 高 度 特异 的 , 这 意味 
着 它们 能 够 在 一 个 复杂 混合 物 中 识别 和 区 分 单个 蛋白 。 其 次 ,混合 物 中 单个 蛋白 
与 它们 的 抗体 结合 必须 在 相似 的 条 伴 下 进行 , 在 一 定 程度 上 可 以 通过 仔细 控制 抗 
dk Pop EUM OF E (screening step) 3€ Xx Fi . 当然 , 抗体 并 不 是 惟一 地 用 在 “和 蛋 
和 白质 芯片 "上 的 蛋白 质 识别 分 子 。 任 何 分 子 基 团 只 要 它 具有 相应 的 亲 合 力 并 能 特 
定 辨认 出 单个 蛋 门 质 分 子 ,都 可 以 固定 起 来 ,形成 “和 蛋白 质 芯 片 ”; 鲍 检测 混合 物 中 
单个 蛋白 与 它们 相应 移 识 别 分 子 间 相互 作用 的 方法 。 快 速 、 平 行 和 灵敏 地 检测 和 蛋 
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Fat s" a BS” EA a a A E VE HS 7625, 是 对 人 人 们 一 个 重大 的 挑战 。 
现在 发 展 的 许多 方法 非常 有 效 ,并 且 也 不 需要 复杂 的 装 性 ,但 是 不 适用 于 “蛋白质 
芯片 ”, 如 用 第 二 种 荧光 标记 认 知 分 子 检测 悍 获 蛋白 的 方法 (SI1。 罩 白质 芯片 技术 
的 一 种 方式 是 将 蛋白 夺 赤 片 与 已 经 经 过 不 辣 的 荧光 标记 物 标记 处 于 不 同 细胞 状态 
下 的 细胞 溶解 物 杂 交 , Se ae Jer DES Roe BE AE AC SE ae EA E SE EIL PUR BEER 
变化 。 这 种 方法 必须 明确 知道 抗体 的 特异 性 及 其 具体 特征 Wl。 现 已 发 展 出 三 种 
不 同类 型 的 芯片 包括 玻璃 板 芯片 .3D 胶 芯 片 (3D gel pad chip) FLAS Fr ( micro- 
well chip) 用 作 沪 技术 的 研究 tL。 重 白质 芯片 技术 对 分 析 蛋 白质 组 的 变化 具有 很 
大 的 应 用 潜力 ,但 还 有 一 系列 问题 需要 解决 ,例如 如 何 迅速 获 得 大 量 可 雇用 作 “ 话 
饵 " 的 蛋 日 质 ; 由 丁 洗 多 细胞 腊 蛋 白 只 有 在 脂 类 存在 情况 目 才 上 其 有 活性 , RAE 
在 提取 过 程 中 容易 变性 , 对 它们 如 何 分 析 等 (9.133。Ciphergen 应 用 生物 系统 公司 
推出 了 一 种 基于 看 种 质 蕊 片 一 一 ProtenChip” 和 质谱 技术 的 恒 争 质谱 分 析 平 台 , 其 
核心 是 一 系列 称 为 ProtenChip? HEME, CAA SHB, 如 阳离子 交 
换 、 明 离子 交换 ,金属 离子 亲 和 等 。 从 细胞 和 体液 中 所 取出 的 重 白质 混合 物 与 … 系 
列 不 同 特性 的 ProtenChip* i HAAS, GASES ACHAEA, RIA etre 
间 质 谱 读 出 与 芯片 结合 的 蛋白 , 就 得 到 了 基于 不 同 相 互 必用 的 多 维 蛋 白质 图 谱 。 
这 种 技术 称 为 表 曾 增强 油光 解析 离子 化 {suface-enhanced laser desorption/ ioniza- 
tion, SELL.DT)。 与 基质 辅助 激光 解析 电离 技术 (matrix-assisted laser desorption/ ion- 
ization, MALDD) 相 比 , 它 能 够 获得 可 重复 的 、 统 -的 质谱 图 , 因而 可 用 于 定 最 蛋白 
质 研究 ,而 MALDI 451709), dT. ProtenChip* 不 需要 获得 大 量 国定 在 芯片 上 
HEARST, 内 而 简单 、 易 行 , 已 有 许多 成 功 的 报道 , 具体 的 内 容 见 参考 文献 
19。 

随 着 蛋白 质 组 学 研究 的 不 断 深 入 和 发 展 , 定 共 蛋白 质 组 学 已 成 为 当前 研究 的 
热点 。 且 前 定 其 蛋白质 组 研究 的 一 个 主要 内 容 是 研究 在 不 同 细胞 状态 下 和 蛋白质 的 
差 蜡 表达 ,特别 是 一 些 低 拷贝 蛋 白质 (如 … 些 激酶 和 信和 号 转 导 分 子 )。 在 这 种 情况 
下 ,研究 者 不 仅 要 注重 在 不 同 细胞 状态 下 蛋白 质 表达 量 的 相对 变化 ,还 要 注意 其 所 
用 技术 能 定 境 的 范围 界限 。 从 上 面 的 讨论 可 以 看 出 , ANEB T ERD. 
但 是 ,我 们 还 应 看 到 其 中 的 不 足 。 首 先 ,所 有 的 这 些 定量 技术 都 只 是 一 个 相对 的 定 
其 ,还 没有 一 个 可 以 获得 细胞 或 组 织 中 蛋白 表达 的 绝对 的 准确 量 的 技术 ;其 次 , 目 
前 所 骨 的 这 些 技 术 也 不 是 很 完善 ,都 还 存在 这 样 或 那样 的 一 些 问题 ,如 荧光 染色 技 
术 相 比 银 染 技术 而 言 , 它 的 动力 学 线性 范围 有 了 很 大 的 提高 ,但 是 它 还 不 能 符合 细 
胞 内 蛋白 质 表达 的 动力 学 范围 的 要 求 ;ICAT 技术 还 不 能 分 析 不 含有 Cys 的 蛋白 
Bs ATE A EE RA EO RRA AAA TS. 
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第 九 章 ”蛋白 质 组 研究 中 的 生物 信息 学 
第 一 节 生物 信息 学 简介 


一 .什么 是 生物 信息 学 


生物 傅 息 学 是 随 着 人 类 基因 组 计划 (Human Genome Project, HGP) rfi A he dà 
来 的 。 美 国 科学 家 十 1985 年 率先 提出 人 类 基因 组 计划 ,其 科学 目标 是 绘制 遗传 图 
和 物理 图 , 红 在 曾 明 人 类 基因 组 30 亿 个 碱 基 对 的 序列 ,发 现 所 有 人 类 基因 并 搞 清 
其 在 染色 体 上 的 位 置 ,破译 人 类 全 部 遗传 信息 ,使 人 类 第 一 次 在 分 子 水 平 上 全面 地 
认识 自我 。 计 划 上 1990 FERS, 目前 ,有 美国 .德国 .有 日 本 ,英国 .法 国 和 中 国 
6 个 国家 的 科学 家 正式 加 入 了 这 一 计划 。2001 年 2 A, Science (2001 年 2 月 16 
日 ) 和 Nature(2001 年 2 月 15 日 ) 分 别 刊登 了 由 私营 公司 塞 革 拉 和 政府 资助 的 人 
类 基因 组 计划 绘制 的 基因 组 草图 , 精确 的 人 体 基 因 组 图 谱 有 望 于 2003 年 前 最 终 绘 
制 出 来 。 

20 世纪 生物 学 最 宏伟 的 “人 类 基因 组 计划 "的 顺利 实施 ,大 大 加 速 了 生命 科学 
各 方面 的 发 展 。21 此 纪 初 , 人 和 其 他 模式 生物 (微生物 ,线虫 .有 果 蝇 ,斑马 鱼 、 拟 南 
并 ,水 稳 等 ) 基 内 组 作 图 和 测序 将 陆续 完成 。 分 子 生物 学 研究 的 重点 也 将 从 基 央 组 
扩展 到 和 蛋白质 组 。 在 这 种 发 展 形势 下 ,生物 学 正 进 入 “后 基因 组 时 代 ”(postgenome 
era) ,或 者 说 功能 基因 组 和 和 蛋白质 组 时 代 。 拓 总 体 看 来 , 以 基因 组 研究 为 转 心 , 在 
方法 学 上 分 析 与 综合 相 结合 , 比较 和 实验 相 结 合 , 微观 与 宏观 相 结 合 , 来 探讨 生命 
的 本 质 和 起 源 , 遗 传 .发 育 和 进化 的 理论 大 综合 ,以 及 阐明 脑 高 级 功能 活动 , 将 是 
21 世纪 生物 学 基础 理论 研究 的 大 趋势 lj。“ 人 类 基因 组 计划 "和 " 受 啥 顿 工 程 " 和 
“阿波 和 田 登 月 计划 "并 称 20 世纪 的 三 大 科学 计划 。 

yi LAE ( bioinformatics) de —( 1 398624 88] 26 503 E 它 包 含 了 生物 信息 的 获 
取 、 处 理 、 存 赃 , 发 布 .分 析 和 解释 等 在 内 的 所 有 方面 , 它 综 合 运用 数学 ,计算机 科学 
和 生物 学 的 各 种 工具 ,来 阐明 和 理解 大 草 数 据 所 包含 的 生物 学 意义 。 具 体 她 说 , 生 
物 信息 学 是 把 基因 组 DNA. 序列 信息 分 析 作 为 法 头 , REBAR PRR 
质 和 RNA 基因 的 编码 区 ;同时 , 阐明 基因 组 中 大 量 存在 的 非 编码 区 的 信息 实质 ， 
破译 隐藏 在 DNA 序列 中 的 遗传 语言 规律 ;在 此 基础 上 , 归纳 ,整理 与 基因 组 遗传 
信息 释放 及 其 调控 相关 的 转录 谱 和 蛋白质 赠 的 数据 ,从 而 认识 代谢 .发 育 . 分 化 、 进 
化 的 规律 。 生 物 信息 学 还 利用 基因 组 中 编码 区 的 信息 进行 蛋白 质 空 间 结构 的 模拟 
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RUR ELS ZI RE R3 HN, 并 将 此 类 信息 与 生物 体 和 生命 过 程 的 生理 生化 信息 相 结合 ， 
闸 明 其 分 子 机 理 , 最 终 进行 下 白质、 核酸 的 分 子 设计 ,药物 设计 和 个 体 化 的 医疗 保 
健 设 计 [21。 理 解 大 基 生 物 学 数据 所 包括 的 生物 学 意义 巴 成 为 后 基因 组 时 代 极 其 
重要 的 课题 。 生 物 信 息 学 的 作用 将 日 瘟 重 要 。 有 理由 认为 ,今日 生物 学 数据 的 蕊 
大 积累 将 导致 重大 生物 学 规律 的 发 现 。 

“人 类 基因 组 计划 ” 华 完 成 基因 组 全 部 序列 测序 后 , 下 一 步 更 艰巨 的 任务 是 读 
EAM TA iB TRE. RE 21 进 纪 自 然 科 学 面临 的 最 大 挑战 
之 一 *。“ 人 类 基因 组 计划 "的 完成 和 深入 发 展 ,将 有 可 能 从 竟 深 层次 上 了 敌人 性 生 
长 .发育 .正常 生理 活动 和 各 种 疾病 的 病因 及 发 病 机 理 , 并 提出 防治 策略 .途径 和 方 
法 。 生 物 信息 学 的 重点 发 展 方向 是 品 ， 

1) 人 类 基因 组 信息 结构 复杂 性 ;序列 (特别 县 非 编码 区 ) 信 息 分 析 ; 

2) 基因 组 结构 与 壹 传 语言 :语法 和 词法 分 析 ; 

3) ”大 规模 基因 表达 谱 分 析 , 相关 算法 .软件 研究 ;基因 表达 调控 网 络 人 研究; 

4) ”基因 组 信息 相关 的 蛋白 质 功能 分 析 ; 

D 生物 信息 党 中 新 理论 ,新 方法 ,新 技术 和 新 软件 研究 。 

在 当前 基 央 给 信息 爆发 的 上 时代, 建立 超大 规模 计算 系统 , 发 展 全 新 的 生物 信息 
学 的 理论 ,方法 ,分 析 这 些 数据 , 从 中 获得 生物 体 结构 、 功 能 的 相关 信息 基因 组 研究 
取得 成 果 的 决定 性 步骤 。 生 物 学 是 生物 信息 学 的 核心 和 有 灵魂 , 数学 与 计算 机 技术 
则 是 它 的 基本 十 具 。 

随 着 残 详 生 命 密码 的 人 类 基因 组 计划 进入 尾声 , 一 个 以 蛋白 质 和 药物 基因 学 
为 研究 重点 的 后 基因 组 时 代 己 经 拉 开 序幕 ,并 将 提出 更 为 严 赋 的 挑战 。 美 国 塞 菜 
拉 公 司 首席 科学 家 文 特 尔 在 科学 年 会 的 基调 演讲 中 说 , 人 类 基因 组 .蛋白 组 和 药物 
是 生命 科学 研究 路 上 的 三 个 阶段 , 塞 莱 拉 公司 现 已 进入 第 二 阶段 , 即 绰 白 组 研究 。 
塞 莱 拉 为 此 增 试 了 上 大批 蛋 白质 鉴别 和 分 析 设 备 , 目的 是 每 天 对 数 百 万 个 蛋白 质 片 
段 进 行 识 别 和 分 类 , 最 终 绘 制 出 一 张 蛋白 组 图 1。 

生物 信息 学 是 当今 生命 科学 和 自然 科学 的 重大 前 沿 领 域 之 一 , 同时 也 将 是 21 
世纪 自然 科学 的 核心 领域 之 一 。 


汪 、 生 物 僵 息 学 的 研究 内 容 


生物 信息 学 共有 以 下 研究 内 容 []。 
i. 序列 比 对 


基本 问题 是 比较 两 个 或 两 个 以 上 符号 序列 的 相似 性 或 不 相似 性 。 序 列 比 对 
(alignment}) 是 牛 物 信 息 学 的 基础 ,非常 重要 。 两 个 序列 的 比 对 有 较 成 熟 的 动态 规 
划算 法 ,以 及 在 此 基础 上 编写 的 出 对 软件 包 BALST 和 FASTA, 可 以 免费 下 载 
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相似 , 但 某 些 局 部 片段 相似 性 很 高 。Smith-Waterman 算法 是 解决 局 部 比 对 的 好 算 
法 ,缺点 是 速度 较 悍 。 两 个 以 上 序列 的 多 重 序列 比 对 目前 还 缺乏 快速 而 又 十 分 有 
效 的 算法 。 


2. 结构 比 对 


基本 问题 是 比较 两 个 或 两 个 以 上 重 魏 质 分 子 空间 结构 的 相似 性 或 不 相似 性 。 
已 有 一 些 算 法 。 


3. CE ELI EB RUNI, 包括 二 级 和 三 级 结构 预测 , 是 最 重要 的 课题 之 一 


从 方法 上 来 看 有 演 缂 法 和 归纳 法 两 种 途径 。 前 者 主要 是 从 一 些 基本 原理 或 假 
设 出 发 来 预测 和 研究 蛋白 质 的 结 档 和 折 要 过程 。 分 子 力 学 和 分 子 动力 学 属 这 一 苍 
畴 。 后 者 主要 是 从 观察 和 总 结 已 知 结构 的 蛋白 质 结 构 规 律 出 发 来 预测 未 知 蛋 日 质 
的 结构 。 同 源 模 建 和 指认 (threading) 方 法 属于 这 一 范畴 。 虽 然 经 过 30 余年 的 努 
力 ,蛋白 结构 琉 测 研究 现状 远近 不 能 满足 实际 需要 。 


4. 计算 机 辅助 基因 识别 ( 仅 指 蛋 白质 编码 基因 ) 


基本 问题 是 给 定 基 因 组 序列 后 , 正确 识别 基因 的 范围 和 在 基因 组 序列 中 的 精 
确 位 置 。 这 是 最 重要 的 课题 之 一 , 而 且 越 来 越 重 要 。 经 过 20 余年 的 努力 ,提出 了 
数 十 种 算法 ,有 十 种 左右 重要 的 算法 和 相应 软件 上 网 提供 免费 服务 。 原 核 生物 计 
算 机 辅助 基因 识别 相对 容易 些 , 结 果 好 一 些 。 从 具有 较 多 内 合子 的 真 核 生物 基因 
组 序列 中 正确 识别 出 起 始 密 码 子 、 剪 切 位 点 和 终止 密码 子 ,是 个 相当 困难 的 问题 ， 
研究 现状 不 能 令 人 满意 , 仍 有 大 基 的 工作 要 做 。 


5. 非 编码 区 分 析 和 DNA 语言 研究 ,是 最 重要 的 课题 之 一 


在 人 类 基因 组 中 , 编码 部 分 占 总 序列 的 390—596, E ftl PRA “eR” DNA, 
其 实 一 点 也 不 是 垃圾 , 只 是 我 们 暂时 还 不 知道 其 重要 的 动能 。 分 析 非 编码 区 DNA 
序列 需要 大 胆 的 租 象 和 办 新 的 研究 思路 和 方法 。DNA 序列 作为 一 种 遗传 语言 ,不 
仅 体现 在 编码 序列 之 中 , 而 且 隐 含 在 非 编码 序列 之 中 。 


6. 分 子 进化 和 比较 基因 组 学 , 是 最 重要 的 课题 之 一 


早期 的 工作 证 要 是 利用 不 同 物种 中 同一 种 基因 序列 的 异同 来 研究 生物 的 进 

化 , 竺 建 进 化 禁 。 既 可 以 用 DNA 序列 也 可 以 用 其 编码 的 氨基 酸 序列 来 做 , 甚至 可 

通过 相关 和 蛋白质 的 结构 比 对 来 研究 分 子 进化 。 以 上 研究 已 经 积 票 了 大 量 的 工作 。 

近年 来 由 于 较 多 模式 生物 基因 组 测序 任务 的 完成 , 为 从 物 个 基因 组 的 角度 来 研究 

分 子 进化 提供 了 条 件 。 可 以 设想 , 比较 两 个 或 多 个 完整 基因 组 这 一 工作 需要 新 的 
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思路 和 方法 ,当然 也 渴望 得 到 更 丰硕 的 成 果 。 这 方面 可 做 的 工作 是 很 多 的 。 
7. AMBRE 


一 盘 来 说 ,根据 现行 的 测序 技术 .每 次 反应 只 能 测 出 500bp 或 更 多 一 些 碱 基 对 
的 序列 ,这 就 有 … 个 由 大 其 的 较 短 的 序列 全 体 构 成 的 重 瑟 群 (contigs)。 逐 步 把 它 
们 拼接 起 来 形成 序列 更 长 的 重 咎 群 , 直至 得 到 完整 序列 的 过 程 称 为 重要 群 装配 。 
拼接 EST 数据 以 发 现 全 长 新 基 央 也 有 类 做 的 问题 。 已 经 证 明 , 这 是 一 个 NP 完备 
性 算法 问题 。 


8. 遗传 密码 的 起 源 


遗传 密码 为 什么 是 现 蛮 这 祥 的 ?这 AU PR, 一 种 最 简单 的 理论 认为 ， 
密码 子 与 氨基 酸 之 间 的 关系 是 生物 进化 历史 上 - -次 偶然 的 事件 而 造成 的 , 并 被 固 
定 在 现代 生物 最 后 的 共同 祖先 蛙 , 一 直 延 续 至 今 。 不 同 于 这 种 “冻结 "理论 , 有 人 曾 
分 别提 出 过 人 选择 优 伦 .化 学 和 历史 等 二 种 学 说 来 解释 遗传 密码 。 随 着 各 种 生物 基 
因 组 测序 任务 的 完成 , 为 研究 遗传 密码 的 起 源 和 检验 上 述 理 论 的 真 伪 提 供 了 新 的 
XH. 


9. 基于 结构 的 药物 设计 


人 类 基因 组 计划 的 日 的 之 一 在 于 痢 明 人 的 约 10 万 和 神 蛋 白质 的 结构 ,功能 、 相 
互 作用 以 及 与 各 种 人 类 疾病 之 间 的 关系 , 寻求 各 种 治疗 和 预防 方法 ,包括 药物 治 
疗 。 基 于 生物 大 分 子 结 构 的 药物 设计 是 生物 信息 学 中 的 极为 重要 的 研究 领域 。 为 
了 抑制 菜 些 酶 或 重 魏 质 的 活性 ,在 已 知 其 三 级 结构 的 基础 圭 , 可 以 利用 分 子 对 接 算 
法 , 在 计算 机 上 没 计 抑 制剂 分 子 , 作为 候选 药物 。 这 种 发 现 新 药物 的 方法 有 强大 的 
生命 力 , 也 有 着 下 大 的 经 济 效益 。 


10. 生物 信息 处 理 并 行 算法 的 研究 


由 于 生物 信息 数据 的 规模 极其 巨大 ,网 此 国内 外 都 开户 了 生物 信息 处 理 算法 
并 行 化 方向 的 研究 。 国 外 还 开展 了 特殊 生物 信息 处 理 中 算法 的 研究 以 及 在 硬件 基 
础 上 的 并 行 化 方向 的 研究 , 主要 是 研究 生物 信息 学 中 的 一 些 关键 的 算法 ,研究 共 中 
的 可 并 行 性 ,然后 将 其 团 化 到 硬件 芯片 中 , 从 而 提高 整个 计算 系统 的 性 能 。 


11. 其 他 


如 基因 表达 谱 分 析 , 代谢 网 络 分 析 , BES RT A EARE FARENE, 
逐渐 成 为 生物 信息 学 中 新 兴 的 恒 要 研究 领域 。 
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三 、 我 国生 物 信息 学 证 究 的 目标 


2001 Æ 9 月 ,国家 科学 技术 部 对 “生物 和 现代 农业 技术 领域 生物 信息 技术 主 
题 " 提 出 的 目标 是 [5 : 

实现 生物 技术 与 信息 技术 以 及 其 他 学 科 的 结合 , 实现 基因 组 数据 蛋白质 组 和 
结构 基因 组 数据 ,天 然 及 合成 化 合 物 数 据 的 计算 机 处 理 . 分 析 和 可 视 化 ,以 及 生物 
实验 和 生物 分 于 的 模拟 设计 ,解析 蛋 犁 质 一 维 结构 和 蛋白质 组 的 时 空 表 达 关 系 等 ， 
提高 生物 信息 处 埋 分 析 和 利用 的 水 平 ,为 我 国生 命 科学 和 生物 技术 的 源 关 创新 莫 
定 基础 。 

EHNA E: 

1. 生物 信息 的 获取 与 开发 ;建立 国家 级 的 生物 信息 搜 棋 、 分 析 和 服务 基地 , E 
成 开放 式 和 标准 化 的 生物 信息 数据 库 应 用 .服务 体系 和 技术 平台 , 为 我 国生 物 技 术 
的 研究 提供 高 效 服 务 ;重点 建成 一 批 有 特色 .可 整合 的 一 级 和 二 级 数据 库 。 

2. 生物 信息 加 工 和 利用 ,建立 用 于 基因 组 .功能 基因 组 和 高 通 基 生物 技术 研 
究 , 可 整合 各 种 相关 信息 及 分 析 计 算 方 法 ,界面 友好 的 数据 分 析 技 术 平 台 , 开发 出 
若干 具有 自主 知识 产权 ,有 商业 北 前 景 的 计算 机 分 析 系 统 和 生物 信息 学 软件 包 。 

3. 结 拍 基 因 组 和 有 蛋白 质 组 学 研究 :建立 有 一 定 竟 争 力 的 结构 基因 组 学 研究 和 
蛋白 质 组 学 研究 的 技术 平台 ,完成 一 批 新 蛋白 质 或 有 重要 价值 的 蛋 名 质 及 其 复合 
物 的 结构 测定 ;初步 完成 蛋白 质 组 信息 处 理 . 分 析 和 解释 的 生物 信息 学 方法 与 工具 
的 研制 , 提供 对 重大 疾病 的 瑞 警 .诊断 和 治疗 有 应 用 前 景 的 候选 靶 宗 。 

4. 高 通 量 药物 筛选 及 相关 技术 :建立 高 通 基 药物 簿 选 新 模型 ;建立 具有 结构 
多 样 性 的 化 合 物 样品 库 ;完善 高 通 匡 药 物 饰 选 和 组 合 化 学 新 技术 平台 ;发 现 一 批 具 
有 自主 知识 产权 的 创新 药物 先导 化 合 物 。 

5. 小 分 子 药 物 设 计 和 分 子 设计 ;发 现 具有 新 机 理 , 新 结构 类 型 的 原创 性 先导 
化 合 物 , 慕 得 一 批 国 际 专利 ;针对 药物 设计 下 分 子 设计 的 关键 环节 ,研发 具有 自主 
知识 产权 可 供 推广 应 用 的 软件 并 获得 版 权 ; 获 得 应 用 前 景明 确 的 蛋白 质 及 其 他 生 
物 功能 分 子 。 

6. 生物 芯片 :建立 和 完善 生物 芯片 的 技术 平台 ,研制 有 重要 应 用 价值 的 菇 轩 
组 表达 芯片 及 检测 专用 生物 芯片 , 开发 出 实用 的 生物 技术 和 基因 组 研究 ,医学 诊 
断 , 农 产品 开发 等 生物 芯片 新 技术 ,新 方法 、 新 产品 。 

7. 北 学 创新 药物 与 新 剂 划 ;创新 药物 研究 需 在 三 年 内 完成 临床 前 阶段 的 综合 
评价 ,确证 其 是 否 具有 临床 应 用 前 景 ;新 剂型 研究 需 针 对 草 要 疾病 , 研发 出 市 场 覆 
盖 面 广 .需求 荐 大 .具有 自主 知识 产权 的 新 制剂 或 新 辅料 , 在 三 年 内 可 以 获得 临床 
批文 或 新 药 进 书 。 
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四 、 蛋 白质 组 研究 中 生物 信息 学 的 任务 
1. 蛋白 质 组 学 研究 的 目的 和 任务 


20 世纪 中 期 以 来 , 随 着 DNA 双 嵌 旋 结 构 的 提出 和 蛋白质 空间 结构 的 义 -射线 
解析 ,开始 了 分 地 生物 学 时 代 , 对 遗传 信息 载体 DNA 和 生命 功 能 的 主要 体现 者 蛋 
白质 的 研究 ,成 为 生命 科 学 研究 的 主要 内 容 。20 世纪 90 年 代 初 期 , 美国 生物 学 家 
提出 并 实施 了 人 类 基因 组 计划 , 责 计 用 15 年 的 时 间 , 30 亿美 元 的 资助 , 对 人 类 基 
因 组 的 全 部 DNA 序列 进行 测定 ,希望 在 分 子 水 平 上 破译 人 类 所 有 的 遗传 信息 , 即 
测定 大 约 30 (ZAR EXE) DNA 序列 和 识别 其 中 所 有 的 基因 (基因 组 中 转录 表达 的 
TEP i), AMSA PRK SEO, 人 类 基因 组 计划 已 经 取得 了 巨大 的 成 
绩 ,… 些 低 等 生物 的 DNA 全 序列 已 被 前 明 , 人 类 DNA 序列 也 基本 已 测定 , 迄今 已 
测定 的 表达 序列 标志 (EST) 已 大 体 洱 盖 人 类 的 质 有 基因 。 在 这 样 的 形势 下 , 科学 
家 们 认为 , 牛 命 科学 已 经 进入 了 后 基因 组 时 民 。 

在 后 基因 组 时 代 , 生物 学 家 们 的 研究 重心 已 经 从 解释 生命 的 所 有 遗传 信息 转 
移 到 在 整 体 水 平 上 对 生物 功能 的 研究 。 这 种 转向 的 第 一 个 标志 就 是 产生 了 一 门 成 
为 功能 基因 组 学 (functional genomics) 的 新 学 科 。 它 采 用 - - 些 新 的 技术 ， 如 SAGE、 
DNA 芯片 ,对 成 干 上 万 的 基因 表达 进行 分 析 和 比较 ,力图 从 基因 组 整体 水 平 上 对 
基因 的 活动 规律 进行 关 述 。 但 是 , 由于 生物 功能 的 主要 体现 者 是 蛋白 质 ,而 重 白质 
有 其 自身 特有 的 活动 规律 ,仅仅 从 基 内 的 角度 来 研究 是 远 远 不 够 的 。 例 如 蛋白 质 
的 修饰 加 工 ,转运 冠 位 .结构 变化 .蛋白 质 与 蛋白 质 的 相互 作用 、 香 白质 与 其 他 生物 
分 子 的 相互 作用 等 活动 , 均 无 法 在 基因 组 水 平 上 获知 ，。 

正 是 因为 基 央 组 学 (genomics) 有 这 样 的 局 限 性 ,于 20 世纪 90 年代 中 期 ,在 人 
类 基 因 组 计划 研究 发 展 及 功能 基因 组 学 的 基础 上 ,国际 上 昔 发 产生 了 一 门 在 整体 
水 平 上 研究 细胞 内 息 上 月 质 的 组 成 及 其 活动 规律 的 新 兴学 科 一 一 蛋白 质 组 学 (pro- 
teomics), E LATE AH FH ( proteome) 为 研究 对 象 。 下 所 质 组 是 指 " 由 … 个 细胞 或 一 
个 组 织 的 基因 组 所 表达 的 全 部 相应 的 蛋白 质 "。 测 定 一 个 有 机 体 的 基因 组 所 表 近 
的 全 部 蛋白 质 的 设想 , 萌发 在 1975 年 双向 凝 胺 电泳 发 明之 时 。1994 年 Williams 
正式 提出 了 这 个 问题 , 而 “ 笔 白 质 组 ”的 省 词 则 是 由 Wilkins 创造 的 , 发 表 在 1995 
年 7 月 的 Electrophoresis 杂志 上 。 

重 白质 组 与 基因 组 相对 应 ,但 二 者 又 有 根本 不 同 之 处 ;一 个 有 机 体 只 有 一 个 确 
定 的 基因 组 ,组 成 该 有 机 体 的 所 有 不 同 细胞 共 问 享用 一 个 确定 的 基因 组 ;而 蛋 岂 质 
组 则 是 一 个 动态 的 概念 , 它 不 仅 在 同一 个 机 体 的 不 同 组 织 和 细胞 中 不 同 ,在 同一 栅 
IKE AR In] X EF ME, 在 不 同 的 生理 状态 下 , 乃至 在 不 同 的 外 界 环境 下 都 是 不 同 的 。 
正 是 这 种 复杂 的 基因 表达 模式 ,表现 了 各 种 复杂 的 生命 活动 ,每 一 种 生命 运动 形 
式 ,都 是 特定 重 白质 人 群 眉 在 不 同时 间 和 空间 出 现 , 并 发 挥 功能 的 不 同 组 合 的 结果 。 
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基因 DNA JESSE AB Ede BE ES, FE PEDI STE, SI JG I Di 
TIS UAW, 基因 遗传 信息 的 表现 规律 就 更 加 复杂 ,不 再 是 经 典 的 一 个 基因 一 个 
RAMA IA, -个 基 央 可 以 表达 的 蛋 日 质数 目 可 能 迹 大 于 --。 对 细 万 , 可 能 为 
1.2 一 1.3; 对 酵 续 则 为 3; 而 对 人 ,可 高 达 10。 后 基因 组 和 蛋白质 组 研究 , 是 为 前 明 
生命 活动 本 质 所 不 可 缺少 的 基因 组 研究 的 更 为 复 洲 的 后 续 部 分 , 无 疑 将 成 为 21 TE 
纪 生 命 科 学 研究 的 主要 任务 。 


2. 和 蛋白质 组 研究 中 生物 信息 学 要 解决 的 问题 


蛋 睛 质 组 学 的 第 一 个 出 发 点 是 深入 研究 细胞 的 活性 成 分 一 一 重 白质 的 动态 信 
息 ,第 二 个 出 发 点 是 假定 任何 细胞 或 组 织 的 全 部 蛋白 质 在 本 质 上 是 相关 的 ,研究 它 
们 之 间 的 相互 关系 对 于 理解 其 生活 忠 与 进化 特点 也 是 极为 重要 的 。 大 规模 蛋白 质 
组 分 析 计 程 主要 包括 ;样品 制备 .图 像 分 析 、 蛋 白质 成 分 的 分 析 与 浆 定 等 [9。 

AXE F1 ER 2H ZH ZR (the Human Proteome Organizativon，HUPO) 对 生物 信息 学 
握 出 的 月 标 是 :开发 数据 库 .分 析 软 件 和 注释 标准 。 

我 们 现 有 哪些 生物 情 息 学 基础 解构 元 素 , 还 需要 建立 或 改进 哪些 ? 

生物 信息 学 基础 解构 元 素 和 包括: 现 有 的 和 预期 的 数据 类 型 .数据 提交 .数据库 
互 操作 性 ,注释 标准 .数据库 /服务 及 数据 收集 的 资助 , 等 等 。 

现 有 的 和 预期 的 数据 类 型 包括 序列 数据 ,蛋白质 功能 注释 ,解构 数据 ,阵列 数 
据 .2D-PAGE、 色 谱 数 据 .质谱 数据 .PPI 数据 , 等 等 。 

数据 提交 :和 如何 鼓 励 / 如 强 数据 提交 ? 出 版 社 和 基金 会 叉 在 其 中 扮演 什么 样 的 
fate? 

数据 库 所 操作 性 :如 何 选择 分 布 式 与 集中 式 数据 库 ? 它们 分 别 有 哪 些 特 点 ? 

TERE Es RE HL d ,证明 属性 。 

在 当前 急切 要 制定 以 下 的 蛋白 填 组 学 标准 .数据 种 注释 标准 ,数据 格式 标准 、 
质谱 和 PP 数据 的 最 初 应 用 、 数 据 产 出 者 、 数 据 库 和 软件 生产 者 , 等 等 。 


第 二 节 ”数据 库 的 构建 


数据 库 是 生物 信息 学 的 主要 内 容 , 各 种 数据 库 风 平 矢 盖 了 生命 科学 的 各 个 领 
域 。 手 工 搜集 的 蛋白 质数 据 库 早 在 20 志 纪 60 年 代 就 在 美国 开始 建立 。 美 国 洛斯 
阿拉 莫 斯 国 家 实验 室 1979 年 开通 的 基因 库 GeneBank, 现在 由 1988 年 成 立 的 国家 
生物 信息 中 心 (NCHI) 管 理 维护 。 欧 浏 分 子 生 物 学 实验 室 1982 年 开始 服务 的 
EMBL 数据 库 和 随后 建立 的 欧洲 生物 网 (EMBNet),1994 年 改 由 当年 建 在 英国 剑 
桥 的 欧洲 生物 信息 研究 所 (EBI} 管 理 。 日 本 1984 年 着 手 建立 国家 级 的 核酸 数据 
EE DDBJ, 1987 年 正式 服务 。 日 前 绝 大 部 分 核酸 和 蛋白 质数 据 由 芋 国 .欧洲 和 日 本 
产生 , 以 上 三 家 共同 组 成 了 DDBJ/EMBI/GeneBank 国际 核酸 序列 数据 库 , 每 天 交 
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换 数据 ,同步 更 新 。 其 他 国家 如 德国 、 法 国 . 意 大 利 、 澳 大 利 亚 、 丹 麦 、 以 色 列 等 , 在 
分 享 网 络 资源 的 同时 , 还 纷纷 建立 自己 的 生物 信息 中 心 ,为 本 国 服务 口 ]。 

生物 信息 学 数据 库 履 盖 面 广 , 分 布 分 散 且 格式 不 统一 ， 因 此 一 些 生物 计算 中 
心 将 多 个 数据 库 整合 在 一 起 提供 综合 服务 ,如 EBI 的 SRS(Sequence Retrieval Sys- 
tem) 包含 了 核酸 序列 库 . 蛋 白质 序列 库 , 二 维 结 构 库 等 30 多 个 数据 库 及 
CLUSTALW.,PROSITESEARCH 等 强 有 力 的 搜索 工具 ,用 户 可 以 进行 多 个 数据 座 
的 多 种 查询 。 

从 细菌 到 人 类 , 众多 物种 的 基因 和 蛋白 质数 据 正在 以 科学 史上 从 未 有 过 的 高 
速度 增长 。 生 物 学 数据 的 积累 并 不 仅仅 表现 在 DNA. 序列 方面 , 与 其 同步 的 还 有 
蛋白 质 一 级 结构 , 即 氨基 酸 序 列 的 增长 。 此 外 , 迄今 为 止 ,已 有 一 万 多 种 和 蛋白质 的 
空间 结构 以 不 同 的 分 辩 精 次 被 测定 , 而 这 种 增长 速 庶 木 身 也 在 加 速 。 香 着 生物 信 
息 数 据 的 爆炸 性 增长 , 各 种 数据 库 的 建立 和 管理 , 成 为 所 有 生物 信息 学 工作 的 基 
fili. 


一 工程 前 期 工作 
1. 用 户 调研 


用 户 调研 的 目的 是 收集 需求 , 其 方法 是 直接 面对面 与 用 户 交 流 ,最 好 能 亲身 体 
验 诈 户 工作 开展 的 过 程 ,注重 了 解 工 作 的 细节 。 用 户 调研 的 结束 标志 是 完成 了 震 
求 分 析 设计 文档 , 并 且 得 到 用 户 的 认可 。 在 工程 前 期 开展 好 用 户 调研 对 于 工程 的 
顺利 进行 和 完成 非常 重要 。 

用 户 调研 的 人 贡 应 当 集中 . 男 定 ,其 在 多 方面 的 经 验 , 如 用 户 交流 经 验 、 程 序 设 . 
计 经 验 .系统 分 析 经 验 等 , 但 调研 人 员 数 量 不 能 太 冤 , 并 能 对 重大 问题 进行 独立 决 
策 。 


2. 需求 分 析 


党 求 分 析 的 日 的 是 明确 用 户 需要 实现 的 内 容 。 

可 以 采取 多 样 的 需求 分 析 方 法 和 技术 ,但 是 根本 上 必须 描述 清楚 用 户 的 业务 
工作 ,软件 需求 。 有 很 多 的 需求 分 析 的 标准 和 规范 可 以 采用 , 也 可 以 自己 根据 实际 
情况 制定 萝 求 分 析 的 规范 。 需 求 分 析 的 人 员 可 与 调研 人 员 重 合 ,但 要 增加 软件 分 
析 人 员 , 并 为 调研 人 员 提 出 调研 的 内 容 和 方向 。 需 求 分 析 结 束 的 标志 是 程序 员 能 
够 开始 进行 程序 设计 ,并 和 建立 系统 原型 的 工作 结合 起 来 进行 , 因此 只 有 程序 员 才 
能 评判 需求 调研 的 质量 。 

需求 分 析 阶 段 投 入 的 时 间 一 定 不 能 少 于 全 部 工程 时 间 的 30% , 当然 40% 会 更 
好 .否则 很 难保 证 需求 分 析 的 深度 和 质量 。 在 需求 分 析 阶 段 至 少 应 建立 三 类 组 织 ， 
调研 组 、 需 求 分 析 组 、 原 型 开发 组 (可 分 成 多 个 小 组 ), 统一 由 项 目 人 负责 人 负责 。 

EE 


3. 建立 系统 原型 


建立 系统 原型 是 完成 需求 分 析 的 补充 手段 , 目的 是 明确 和 确定 用 户 需求 , 引导 
用 户 提出 更 具体 的 内 容 。 建 立 系统 藉 型 要 求 使 用 适当 的 工具 和 容易 的 软件 环境 ， 
满足 快速 开发 的 要 求 。 

系统 原型 一 般 不 作为 将 来 软件 系统 实现 的 基础 ,因为 此 时 的 原型 系统 只 考虑 
反映 用 户 需求 的 情况 , 缺 王 统一 的 考虑 ,因此 最 好 在 设计 、 实 现 阶 引 重新 开始 。 应 
避免 使 用 户 产 生 * 软 件 开发 已 经 开始 , 并 会 很 快 完成 "的 观点 ,一 定 要 明确 此 时 软件 
还 在 前 期 的 分 析 阶 段 , 趾 离 设计 、 空 现 还 有 很 长 的 距离 。 


4. 建立 总 体 实 施 方 案 


建立 系统 的 总 体 实施 方案 是 必需 的 , 目的 是 使 甲乙 双方 共同 认可 工程 的 实施 
计划 , 保持 一 定 的 耐心 和 总 体 意 识 。 总 体 实 序 方 案 应 在 需求 分 析 基 本 完成 的 基础 
上 开始 。 

总 体 实施 方案 应 说 明 :任务 基 .计划 进度 .资金 .实施 阶段 .各 阶段 结束 的 标志 
和 开始 的 茶 件 .完成 时 提交 的 内 容 。 总 体 建 设 方案 点 在 项 目 负 责 人 、 由 方 负 责 人 、 
忆 方 负责 人 共同 认可 的 情况 下 ,投入 实施 指导 , 省 则 要 继续 调整 ,此 时 项 目 负 责 人 
一 定 要 做 好 乙方 负责 人 的 工作 ,争取 更 多 的 时 间 。 

一 旦 总 体 实施 方案 确定 ,就 必须 按照 实施 方案 的 阶段 安排 逐步 开展 工作 , 并 进 
行 量化 种 考核, 如 果 某 - -个 阶段 没有 完成 , 则 必须 对 照 检讨 ,采取 措施 。 否 则 将 造 
成 项 目 实 施 组 线 的 混乱 ,因为 大 家 无 法 再 按照 … 致 的 实施 方案 开展 工作 了 ,为 工程 
TH R IA FF ST EE. 


5. 建立 组 织 机 构 ,、 制 度 


一 定 要 明确 组 织 机 构 是 必 不 可 少 的 , 不 要 回避 和 搁 四 这 个 问题 。 只 有 建立 了 
工程 组 织 机 构 和 管理 制度 , 才 具 备 完成 项 目的 基础 ,因为 工作 的 完成 归根 结 底 是 人 
的 协作 。 由 于 大 型 项 目 需要 的 人 员 比 较 多 , 因此 没有 完善 的 组 织 桢 构 和 制度 是 无 
法 协调 好 各 个 部 分 的 二. 作 的 。 

组 织 机 构 的 建立 应 在 项 目 开 始 需 求 调研 的 时 候 就 开始 着 手 建 并 , 在 众多 制度 
中 “个 人 激励 制度 "是 影响 最 大 的 ~ 个 制度 。 


二 、 软 件 逐 统 实现 


1. 系统 设计 


系统 体系 结构 的 确定 是 为 软件 需求 服务 的 ,没有 必要 为 了 结构 而 结构 。 在 不 
同情 况 下 采取 术 同 的 体系 结构 是 明智 的 。 体 系 结构 的 确定 爱 到 软件 用 户 数 其 , 运 
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行 环 境 、 更 新 维护 要 求 .软件 分 布 等 外 部 因素 的 影响 。 

目前 有 很 多 系统 设计 的 方法 ,选择 某 一 方法 (OMT 、UML OO) 要 根据 系统 的 
特点 来 确定 。 针 对 信息 系统 而 言 ,可 以 自己 制定 台 适 的 分 析 设计 方法 ,因为 目前 虽 
然 有 很 多 的 方法 ,但 不 太 适 合 信息 系 统 建设 的 要 求 。 在 信息 系统 设计 的 时 候 要 庶 
活 应 用 各 种 分 析 方 法 ,照搬 哪 一 种 方法 都 不 太 合 通 。 

在 实际 工作 中 , 大 家 都 知道 六 档 很 重要 ,但 蚌 经 常 和 编程 工作 产生 蔬 生 ,不 能 
得 独 及 时 的 更 新 。 为 此 在 项 目 进行 过 程 中 , 需要 确定 当前 上 程 文档 的 各 种 标准 , 以 
RL ALA SC P$, 文档 提交 和 发 布 的 时 机 等 内 容 。 这 些 文档 包括 :工作 规范 
文档 分析 设计 文档 .工作 计划 文档 .日 志文 档 、 任 务 分 配 考核 文档 等 。 

在 软件 开发 工程 中 , 不 是 采取 越 多 新 技术 越 好 ,软件 的 设计 也 不 要 走 人 “尽量 
提高 水 平 " 的 误区 。 由 于 负责 软件 设计 的 技术 人 员 具 有 追求 完美 的 特点 ,主观 上 尽 
力 想 将 系统 设计 得 完美 ,因此 会 造成 软件 实现 需要 的 工作 量 增 大 , 同时 用 户 又 不 一 
定 接受 这 些 内 容 。 在 考虑 软件 水 平 的 时 候 , 主要 考虑 新 技术 的 采用 和 或 熟 技术 的 
采用 要 成 比例 。 

系统 的 设计 起 二 学 作 用 之 一 的 因素 是 用 户 的 特点 。 不 论 仁 么 特点 的 用 户 都 采 
用 一 致 的 设计 轩 路 .风格 、 特 点 不 是 太 好 的 选择 , HSE AP Sp A a b A R 
计 太 学 术 化 ,并且 在 设计 的 时 候 要 照顾 到 系统 的 可 维护 性 、 易 用 性 、 实 现 的 容易 性 
等 问题 。 其 中 原则 之 一 是 :能 简化 设计 就 简化 ,降低 设计 的 复杂 度 。 不 要 采用 太 复 
杂 的 设计 ,因为 这 样 的 设计 不 便于 理解 和 维护 。 


2. 程序 质量 


程序 质量 是 项 目 全 方位 的 体现 ,包括 管理 水 平 .程序 员 的 工作 状况 ,相应 的 标 
准 规范 文档 的 考核 .个 人 激励 制度 等 等 所有 的 因素 ,这 里 仅 就 狭义 的 范围 ,讨论 一 
下 程序 质量 。 

多 人 协作 编写 -一 个 工程 项 目的 工作 的 确 具 有 挑战 性 , 要 完成 好 项 目 工作 , 没有 
”统一 的 标准 规范 是 不 可 能 的 。 标 准 规 范 是 为 程序 设计 服务 的 ,因此 要 尽量 消化 ,不 
要 模糊 照搬 , 那样 不 会 有 帮助 。 程 序 设计 要 制定 的 规范 包括 :如 何 注释 注释 量变 
量 命名 规范 、 函 数 程序 命名 规范 等 , 并 针对 这 些 规 范 的 要 求 详 细 考 核 每 个 程序 的 设 
计 情 况 。 

编码 质量 包括 ;正确 、 易 读 、 易 维护 。 王 确 取 决 于 设计 文档 和 程序 员 的 水 平 ,并 
且 可 以 通过 控制 编码 的 易 读 和 易 维 护 来 保证 编码 的 正确 性 , 并 且 编 码 的 质量 深 制 
需要 基 化 指标 和 规范 。 

在 大 型 信息 系统 开发 工程 中 ,采用 适当 的 版 本 控制 工具 对 程序 代码 进行 控制 
是 非常 必要 的 。 

文档 的 管理 主要 是 更 新 .维护 , 并 旦 要 持之以恒 ,坚持 到 底 。 在 程序 设计 过 程 
中 以 一 定 的 力度 要 求 ,在 不 同 阶段 要 完成 不 同 阶 段 的 文档 , 这样 才能 以 文档 作为 协 
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同 工 作 的 基础 。 这 点 对 于 大 型 信息 系统 的 开发 非常 重要 。 

编程 工作 在 需求 分 析 阶 段 .程序 实现 阶段 、 系 统 运 行 维护 阶段 等 都 要 有 时 间 的 
投入 , 认识 到 这 -- 点 的 意义 在 十 :为 了 保证 每 个 阶段 的 编程 时 间 投 入 得 最 经 济 ,就 
要 控制 好 程序 的 质 域 。 假 设 程序 设计 阶段 做 码 很 党 草 , 那么 在 运行 维护 阶段 就 要 
受到 惩罚 。 

维 观 从 多 得 到 用 户 认可 的 信息 系统 界面 的 共同 特 点 是 简洁 , 从 而 易学 易 用 。 
如 果 用 户 界 面 组 织 得 过 十 复杂, 对 于 众多 计算 机 水 平一 般 的 用 户 而 过 就 难以 掌握 。 
所 以 在 系统 实现 的 这 程 中 ,要 不 断 地 与 用 户 交 流 ,确定 用 户 离 欢 的 界面 风格 。 


3. 组 织 管理 


除了 技术 本 身 之 外 , 另 一 个 影响 项 目 进 展 和 质量 的 重要 因素 是 组 织 管理 水 平 。 
这 里 有 两 个 问题 :组织 水 平和 管理 水 平 。 一 般 “ 组 织 "“ 管 理 "总 是 放 在 一 起 使 用 ， 
实际 上 组 织 是 管理 发 挥 作用 的 基础 。 即 使 是 一 个 人 总 负责 , 这 也 是 一 群 人 组 成 的 
组 织 , 也 要 有 组织 制度 。 所 以 ,在 实施 过 程 中 , 建立 组 织 制度 .提高 管理 水 平 也 是 信 
息 系 统 工程 建设 需要 考虑 的 问题 。 

就 管理 的 客体 而 言 , 无非 是 人 、 财 , 物 ,并 通过 合理 弄 配 完成 一 定 的 任务 , 这 些 
问题 有 很 多 需要 研究 的 内 容 。 对 人 的 管理 包括 :建立 组 织 . 建 立 制 度 , 明 确 责任 、 权 
力 . 利 益 ; 对 财 而 寺 , 做 好 预算 、 合 理 分 配 . 收 支 分 明 ; 对 物 丽 言 做 到 合理 分 配 .动态 
调整 ;对 完成 任务 而 言 ,做 好 规划 .计划 .监督 考核 等 。 

组 织 是 管理 施加 的 客体 ,对 二 人 数 相对 较 少 的 项 目 ,管理 可 以 针对 每 个 人 , 而 
对 二 人 数 庞大 的 项 目 , 管理 就 要 施加 到 组 织 上 去 。 这 里 所 说 的 组 织 可 以 根据 项 目 
的 不 同 进行 不 同 的 组 织 ,最 基本 的 组 织 之 一 就 是 “程序 组 ", 主要 职责 是 完成 程序 编 
码 , 一 个 程序 组 就 是 项 目 负责 人 管理 施加 的 客体 , 而 对 于 组 员 来 讲 则 是 组 长 施加 的 
客体 。 所 以 可 以 看 出 没有 合理 和 稳定 的 组 织 , 项 自 的 管理 就 难以 实施 。 

管理 的 本 质 是 解决 问题 , 如 果 在 项 目 过 程 中 没有 问题 , 那么 管理 就 不 需要 在 
XE, 而 实施 恰 愉 相反 , 在 项 目 开发 过 程 中 有 很 多 的 问题 , 因而 管理 工作 不 但 繁重 而 
上 且 重 要 。 基 日 常 的 工作 在 于 计划 的 制定 .任务 的 安排 .工作 考核 等 等 。 要 完成 好 管 
理 不 仅 是 项 目 负 责 人 一 个 人 的 事情 , 它 需要 组 织 内 有 机 的 联系 自动 地 对 等 理 产生 
反应 ,得 以 落实 管理 的 思想 。 

工作 计划 有 长 期 的 和 短期 的 ,长 期 可 以 是 整个 项 目 实施 期 内 的 计划 ,短期 可 以 
是 一 天 的 计划 ,对 于 小 组 比较 适用 周 计划 和 日 计划 , 而 对 于 项 目 组 要 详细 制定 月 计 
划 和 和 周 计 划 来 控制 项 目的 进度 并 作为 工作 的 考核 依据 。 

任何 情况 下 都 难免 会 有 意外 发 生 , 为 此 在 管理 以 及 制定 计划 的 时 幢 一 定 要 考 
虚 弥 补 措施 , 做 到 防 患 二 未然。 这 些 措施 包括 : 突 发 的 技术 难题 .突然 的 人 员 更 换 、 
突然 的 用 户 需 求 .突然 的 计划 变动 等 等 。 

好 的 项 目 开 发 要 建立 稳定 的 开发 环境 , 并 要 确保 项 目的 开发 环境 与 目标 环境 
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的 一 致 性 , ti WIPE ER COS PAE. TRAPP BO A Ee thE, 即 在 项 目的 
开发 过 程 中 环境 不 要 变动 ,包括 系统 的 升级 .不 必要 的 或 相关 的 软件 的 更 换 等 等 。 
如 果 目 标 环 境 为 Oracle 81, 使 用 Oracle 9i 来 作为 开发 环境 则 会 产生 很 多 不 必要 的 
问题 。 

大 型 信息 系统 … 般 经 历 的 时 间 比 较 长 , 参与 的 人 人 员 比 较 多 , 因此 进行 必要 的 培 
训 和 知识 更 新 是 非常 必要 的 。 尤 其 是 在 项 目 开 始 实施 之 前 , 针对 项 目的 若干 总 体 
要 求 要 详细 的 说 明 并 力求 达成 共识 , 这 为 今后 大 家 很 好 的 协同 工作 创造 了 一 个 基 
础 。 培 训 的 内 容 是 多 方面 的 ;技术 标准、 规范 管理 制度 等 等 。 


4. 实现 技术 


数据 库 的 设计 是 舍 息 系统 设计 的 基础 。 设 计数 据 库 时 , 在 考虑 设计 要 求 的 前 
ET, 尽 基 考虑 如 何 简化 系统 的 实现 。 因 为 有 的 时 候 好 的 数据 库 设计 会 大 大 增加 
系统 实现 的 复杂 度 和 工作 基 。 这 需要 不 断 的 积累 经 验 。 

多 人 参与 的 信息 系统 设计 要 保持 各 个 程序 开发 语言 版 本 的 高 度 一 致 , 这 个 回 
PARA Ss BS, 但 是 到 系统 集成 的 时 候 会 造成 很 多 的 问题 。 为 此 , 最 好 所 有 的 人 
都 适用 同一 个 安装 程序 。 除 了 开发 语言 之 外 的 其 他 软件 环境 组 成 的 开发 平台 也 要 
保持 一 致 和 稳定 , 才能 减少 系统 集成 时 出 现 的 问题 。 

新 技术 的 采用 是 一 把 双 刃 剑 , 如 果 采 用 过 多 会 阻碍 系统 的 开发 进度 。 因 此 要 
从 实际 考虑 ,采用 合理 数 二 的 新 技术 。 这 … 点 还 受 程序 员 的 接受 能 力 等 因 烦 的 影 
m, 如 果 接 受 能 力 强 , 则 不 必 太 担心 。 


5. 软件 测试 


程序 员 的 测试 在 很 多 软件 测试 的 文献 中 经 常 被 忽略 , 如 果 程 序 员 提交 的 程序 
代码 ,他 自己 从 未 进行 过 测试 ,就 提交 给 测试 人 员 测试 是 不 可 想象 的 。 程 序 员 测试 
的 一 个 基本 原则 是 要 确保 所 有 的 代码 在 正确 使 用 下 不 会 有 问题 ,否则 将 浪费 大 时 
的 时 间 修 改 代码 。 

对 于 测试 的 问题 大 家 都 有 一 致 的 认识 ,但 在 项 目 实施 中 , 关键 是 按照 规范 要 求 
组 织 项 目测 试 小 组 。 这 主要 受到 人 员 的 限制 , 即 组 织 有 经 验 的 测试 人 员 跟 踪 测 试 
是 比较 困难 的 ,同时 也 要 有 一 定 的 投入 。 但 是 不 论 如 何 , 还 是 要 建立 一 个 对 系统 进 
行 全 面 测 试 的 测试 小 组 , SRY MEME ARM. WM LER ES 
大 的 ,应 得 到 正确 的 和 足够 的 认识 ,否则 交付 的 软件 质量 无 法 保证 ,那么 项 目 是 否 
成 功 就 没有 保证 。 应 该 认识 到 不 仅 按时 完成 重要 , 按 质 完成 更 重要 。 

面向 应 用 的 项 自 ,在 交付 用 户 正式 使 用 之 前 要 经 过 一 定时 间 的 用 户 测试 ,否则 
就 为 今后 不 断 地 出 现 问 题 埋 下 了 伏笔 。 因 此 ,针对 用 户 测试 要 组 织 好 , 间 和 时 还 要 对 
We A AA Ph MR 
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一 般 认 为 项 目 到 实施 维护 阶段 ,就 基本 上 结束 了 。 实 际 并 非 如 此 , 因为 就 软件 
开发 周期 而 言 , 实施 阶段 的 时 间 投 入 还 要 占 一 定 的 比例 ,并 且 在 这 个 阶段 由 于 对 系 
统 的 切身 使 用 , 多 数 用 户 会 提出 很 多 的 意见 和 建议 , 枫 开 很 多 不 台 理 问题 , 还 有 很 
密 问 题 需 要 解 兢 ,这 就 要 求 项 目 组 还 不 能 放松 ,还 要 再 紧张 地 工作 一 般 时 间 。 


1. 管理 者 完成 的 工作 


项 目 实 施 过 程 中 管理 背 权 完成 的 工作 是 非常 繁 厅 的 ,在 此 仅 做 简单 的 说 时, 更 
多 的 内 容 要 在 实践 中 多 刀 考 .多 总 结 ,不 断 地 提高 。 

1) WMAP Re CA, 并 让 项 目 组 全 体 普遍 接受 。 

2) 做 好 与 用 广 的 沟通 ,尤其 针对 不 合 旭 的 问题 , 要 给 出 合理 的 解释 。 

3) 使 用 户 欣 然 接受 你 区 付 的 系统 是 不 断 努 妨 才 能 有 的 结果 。 

4) 要 做 到 不 总 不 躁 ,同时 要 注 党 调整 程序 员 的 情绪 。 


2. 关于 维护 阶段 的 投入 


维护 阶段 除了 项 目 设 计 阶段 的 投入 外 ,还 要 增加 投入 , 包括 ;现场 维护 的 费用 、 
培训 的 费用 (尤其 是 组 织 培 训 班 ). 人 员 的 增加 (增加 与 用 户 交 互 的 人 员 , 再 次 启用 
调研 组 ) 等 等 。 


3. 加 强 与 用 户 的 沟通 


加 强 与 用 户 的 沟通 不 只 二 实施 阶段 应 当 注 意 的 ,但 是 实施 阶段 是 使 用 户 产生 
意见 的 最 关键 的 芥 段 。 首 先 作 为 项 目的 到 方 负责 人 要 做 到 及 时 、 有 有 效 的 沟通 ;其 
次 ,各 个 程序 组 在 与 普通 用 户 进 行 沟通 的 时 候 也 餐 注 意 方 式 . 方 法 ,同时 要 尽量 能 
用 简洁 的 语言 给 出 明确 的 解释 和 和 说明。 需要 说 明 的 是 :没有 每 一 个 用 户 的 认可 和 
支持 就 是 失败 。 


四 、MySQL 数据 库 


梅 建 数据 库 首 先 要 考虑 的 征 选 用 的 硬件 和 操作 系统 平台 以 及 要 使 用 的 数据 库 
管理 系统 [DBMS)。 各 种 操作 系统 下 都 有 大 量 可 供 选 用 的 数据 库 管 理 系统 。 许 多 
程序 员 习 惯 在 Microsoft Windows 平台 下 进行 开发 工作 , 该 平台 下 有 许多 可 视 化 的 
开发 工具 , 但 很 少 有 大 型 数据 库 使 用 Windows 操作 系统 , 而且 操作 系统 和 数据 库 
管理 系统 ,开发 1 具 等 也 需要 一 笔 不 小 的 潍 用 ,大 型 歼 据 库 一 般 人 在 Unix 系统 下 
运行 , 其 安全 性 ,稳定 性 ,性 能 和 服务 都 能 得 到 充分 的 保证 。Linux 是 一 种 免费 的 

* 486 - 


类 Unix 操作 系统 ,近年 来 发 展 很 快 ,成 为 很 多 中 小 企业 服务 器 操作 系统 的 首选 。 
ir d qe LCS EE (2) IBM 的 DB2, Oracle, Informix, Sybase 等 ) 也 提供 了 Linux 版 
ACHE Ge REIHE GEHE. TAZNE EE Linux 上 使 用 最 广泛 的 MySQL 数据 
库 , 这 也 是 一 种 免费 的 数据 库 管 理 系统 。 


1. MySQL 简介 


MySQL Jé— 4- GERI £)H P: & EE SQL 数据 库 服务 器 。SQL!( 结 构 化 查询 
iE) ETA ie MEIT RU E E SONS FE SLE CIE EUER YE HUS BUR 
4 E. MySQL 足以 个 客户 机 /服务 器 结构 来 实现 , 它 由 一 个 服务 器 守护 程序 
mysqld 和 很 多 不 同 的 客户 程序 和 库 组 成 - 

MySQL 主 划 日 标 是 快速 .健壮 和 易 用 , 它 能 处 理 与 任何 可 不 昂贵 硬件 平 各 上 
提供 数据 库 的 厂家 在 一 个 数 基 级 上 的 大 型 数据 库 ,但 速度 更 快 。 

MySQL 当前 最 大 的 不 足 是 既 不 支持 事务 也 不 保证 参考 完整 性 ;对 事务 存 取 
数据 库 才 能 明确 地 为 锁定 和 解锁 。 

MySQL 和 Apache A pup Linux 系统 二 Web 服务 器 .数据 库 管 理 系 
统 和 动态 页 面 生 成 的 最 佳 组 合 。 


2. MySQL 的 一 些 重 要 特征 中 


MySQL 数据 库 上 共有 以 下 特征 : 

m 使 用 核心 线程 的 完全 多 线程, 这 意味 着 当 可 能 时 它 能 很 容易 地 利用 多 CPU. 

m 具有 多 种 编程 诸 言 的 API 包括 C.C+ Eiffel, Java, Perl. PHP. Python 和 
TCL API. 

gm 可 运行 在 不 同 的 平台 上 ,包括 所 有 主流 操作 系统 和 硬件 平台 。 

m 具有 多 种 列 类 型 :1、2、3、4 和 8 TV RRA S/S BR. FLOAT, 
DOUBLE, CHAR, VARCHAR, TEXT, BLOB, DATE, TIME, DATETIME, 
TIMESTAMP, YEAR ,SET fll ENUM 4. 

m HA > th a9 — i SE BEA (one sweep multi-join) 非 常 快速 地 进行 连 
fi (join). 

m 在 查询 的 SELECT fll WHERE 部 分 支持 全 部 运算 符 和 少数 ,例如 : 
mysql > SELECT CONCAT (first _ name,””, last _ name) FROM tbl _ name 
WHERE income/ dependents > 10000 AND age >30; 

wt — TP SECA REE SQL 函数 库 ,并 且 同 样 快速 。 

m 全 面 支持 SQL 的 GROUP BY 和 ORDER BY TH, Sz E A Ml COUNT 
() .COUNT(DISTINCT) .AVGO STD().SUM(Q), MAXOM MIN()]. 

m 支持 ANSI SQL 的 LEFT OUTER JOIN 和 ODBC Hit, 

m 可 以 在 同一 查询 中 港 用 来 自 不 同 数据 库 的 表 。 
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m —T3b 3 35 B AEBBUBOGH OSCAR, HAIRS EMULE, 口令 
是 安全 的 , 因为 当 与 一 个 服务 器 连接 时 ,所 有 的 口令 传送 被 加密 。 

a 具有 给 Windows 操作 系统 家 族 使 用 的 ODBC。 具 有 所 有 的 ODBC 2.5 BR 
和 其 他 许多 函数 。 

m Hexolka xam EE. 

m 每 个 表 人 允许 有 16 个 索引 。 每 个 索引 可 以 由 1~ 16 个 列 或 列 的 一 部 分 组 成 。 
最 大 索引 长 度 是 256 个 字 节 (可 以 在 编译 MySQL 时 改变 )。 一 个 索引 可 以 
使 用 一 个 CHAR 或 VARCHAR FRH, 

s EKMEK., 

m 用 作 临 时 表 的 内 存 散人 列表 。 

m 可 以 进行 大 数据 库 处 理 。 

m 所 有 列 都 有 缺 省 值 。 

m 为 了 可 移植 性 ,使 用 GNU Automake, Autoconf 和 libtool, 

m HH CH C+ + 编写 ,并 用 大 量 不 同 的 编译 器 测试 。 

局 一 个 非常 快速 的 基于 线程 的 内 存 分 卫 系 统 。 

m 没有 内 存 漏 润 。 用 一 个 商用 内 存 漏洞 监测 程序 洞 试 过 (purify)。 

B 包括 myisamchk, 一 个 检查 .优化 和 修复 数据 库 表 的 快速 实用 程序 。 

m 全 面 支持 ISO-8859-1 Latint 字符 集 。 

a 所 有 数据 以 [SO-8859-1 Latini 格式 保存 。 上 所 有 正常 的 字符 串 比 较 是 忽 赂 大 
小 写 的 。 

w 根据 ISO-8859-1 Latini 字符 集 进 行 排序 (自前 瑞典 语 的 方式 }。 通 过 在 源 代 
码 中 增加 排序 顺序 数组 可 以 改变 它 。MySQL 支持 可 在 编译 时 指定 的 很 多 
不 同 的 字符 集 。 

m 表 和 列 的 别名 符合 SQL92 标准 。 

B DELETE, INSERT, REPLACE 和 UPDATE 返回 有 多 少 行 被 改变 ( 受 影 响 )。 

m 清 数 名 不 会 与 表 名 或 列 名 冲突 。 对 灌 数 调用 的 惟一 限制 是 蚂 数 名 与 随后 的 
“(" 不 能 有 空格 。 

m 所 有 MySQL 程序 可 以 用 选项 help w? 获得 联机 帮助 。 

m 服务 器 能 为 客户 提供 多 种 语音 的 出 错 消息 。 

m 客户 端 使 用 TCP/IP 连接 或 Unix 套 接 字 (secket) 或 NT 下 的 命名 管道 连接 
MySQL. 

u MySQL 特有 的 SHOW 命令 可 用 来 检索 数据 库 . 表 和 索引 的 信息 ,EXPLAIN 
命令 可 用 来 确定 优化 器 如 何 解决 ~- 个 查询 。 


第 三 蛋白 质 组 研究 中 常用 的 网 站 及 数据 库 


从 1994 年 起 每 年 第 一 期 (核酸 研究 站 (Nucleic Acids Research ) 是 分 子 生 物 学 数 
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HETT], H Andreas D. Baxevanis 综述 当前 的 在 线 分 子 生物 学 数据 库 资源 。 本 
节 介 绍 蛋 白质 组 研究 中 常用 的 网 站 及 站 点 。 


一 、 恒 白质 数据 库 
1. SWISS-PROT/TrEMBL 


Ij il http://www. expasy. ch/sprot/ 或 http://www. ebi. ac. uk/swissprot/ 

PUA TEE Curated) E A RE 

简介 : SWISS-PROT 高 度 注 释 ( 比 如 蛋白 功能 描述 、 结 构 域 结构 、 转 录 后 修饰 、 
ERT) 元 佘 程度 最 低 , SHERRE CAERA. TrEMBL 是 SWISSPROT 
的 补充 ,含有 所 有 的 EMBL 核 芽 酸 的 翻译 产物 , HAMS SWISSPROT, 

SWISSPROT 是 一 个 准确 的 数据 库 , 它 努 力 地 提供 高 度 的 注释 (比如 蛋白 功 
能 的 描述 、 它 的 结构 域 结构 ,转录 上 后 修饰 、 灾 蜡 度 等 ), 最 低 的 总 余 和 与 其 他 数据 库 
的 高 度 整 合 。 最 近 数 据 库 的 进展 包括 格式 和 内 容 的 加 强 , 与 其 他 数据 库 的 交叉 引 
用 ,新 的 文档 以 及 对 TrEMBL 的 改进 , 由 计算 机 进行 地 对 SWISS-PROT 的 增补 。 
TrEMBL 是 源 于 EMBL 核酸 序列 数据 库 中 的 所 有 编 合 序列 (CDPS) 的 翻 泽 产物 { 除 
非 已 经 包括 在 SWISS-PROT 中 的 CDS), H SWISS-PROT 样 格式 的 条 目 组 成 。 


2. Protein Information Resource {PIR}?! 


Fi hb : http: / / pir. georgetown. edu/ 

AA: IZE SERM) GETAR ÉI PE a 

简介 :蛋白 信息 资源 (Protein Information Resource), 5i $E J£ BUS 白 序列 信息 中 
D (Munich Information Center for Protein Sequences, MIPS) 及 日 本 国际 蛋白 质 信 
BHEE (Japan International Protein Information Database, JIPID) 合作, 产生 了 公 
共和 领域 中 最 广 证 的 部 练 注释 的 蛋白 序列 数据 库 , PIR 国际 蛋白 质 序列 数据 库 。 为 
本 提供 及 时 的 ,高 质量 的 注释 并 且 提 高 数据 库 的 可 互 作 性 , 国际 PIR 在 受 约 词汇 
(controlled vocabulary) 和 标准 化 命名 上 用 基于 规则 各 基于 分 类 驱使 的 程序 , 同时 
也 包括 了 由 预测 的 蛋白 质 特征 决定 的 实验 差别 的 状态 标签 。 此 数据 库 含有 
250 000 LL EI THE EA AES, 被 划分 成 家 族 和 起 家 族 , 其 结构 域 和 基 序 也 被 
鉴定 。 其 条 目 与 其 他 序列 .分 类 ,基因 组 ,结构 和 活性 数据 库 广泛 地 交叉 应 用 。 
PIR 网 站 的 特征 搜索 引 敬 用 序列 相似 性 和 数据 库 注 释 来 帮助 蛋白 的 分 析 和 功能 监 
定 。PIR 过 集 数 据 库 和 搜索 工具 可 以 在 PIR 网 站 (http://pir. georgetown. edu/). E 
BK Ae JE Rh (http://www. mips. biochem. mpg. de) Ef8 Jj, PIR 国际 蛋白 质 序 
列 数据 库 和 其 他 文件 也 可 以 通过 FTP 得 到 。 

PIR-PSD f&illi ii Oracle 对 象 -关系 数据 库 实现 的 , 而 且 可 得 到 其 有 DTD 的 
XML 格式 文档 。 
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3. NCBInr 


f&— TET i LE AEE, 由 NCBI 搜集 , Dt ee A BLAST 和 
Entrez PAA, 3x 4853€ H Centry) M, GenBank CDS ££3* 9. PIR. SWISS-PROT, PRE 
和 PDB PHS), Hip ashe: http://www. ncbi. nlm. nih. gov. 


4. dbEST 


是 GenBank HIT 3c, AAMA A iii Et chose d — EX SCR UM I (single-pass) £8 
的 cDNA 成 叫 表 达 序 询 标 签 。 这 基 个 核酸 数据 库 , 被 Mascot 从 6 个 相位 翻译 得 
到 。 


5. OWL 


OWL i Cr 8 £1 CES FE (Composite Protein Sequences Databases) Æ -+A SES 
余 的 和 蛋白质 序 列 数 据 库 , 由 4 个 公用 的 一 级 资源 组 成 ;SWISS-PROT、PIR (1-3), 
GenBank (translation) 和 NRI.-3D。 其 访问 地 址 是 ;http://www. biochem. ucl. ac. 
uk/bsm/ dbbrowser/OW L/owlcontents. html. 


6. UniGene 


美国 国家 生物 技术 信息 中 心 (NCB1) 提供 的 公用 数据 库 ， 该 数据 库 将 Gen- 
Bank 中 属于 疗 一 条 上 晨 因 的 所 有 片段 拼接 成 完整 的 基因 进行 收录 。 


二 、 蛋 白质 姐 数据 库 
1. AAindexU?! ; 氨基 酸 索 3 数据 库 (Amino Acid index database) 


Putt http://www. genome. ad. jp/dbget/ 

肉 容 : 肽 的 物理 化 学 属性 

简介 :AAindex fi --- A AE ES 3S 5| (amino acid index) 相 氨基 酸 突变 矩阵 
(amino acid mutation matrix) HEE. BEBE 3| — dd EHAE IM 物理 
化 学 和 生物 化 学 属性 的 20 个 数值 。 撩 基 酸 突变 矩阵 一 般 是 一 个 代表 氮 基 酸 相 仆 
性 的 20 x 20 的 数值 息 阵 。Aaindex 由 两 部 分 组 成 : AAindexl 18 SE A 3& 6] 9X 2E Re 
RIL, AAindex2 搜集 发 表 的 氨基 酸 突 变 矩 阵 。AAindex1l 或 AAindex2 的 条 有 自由 以 
下 几 部 分 组 成 :定义 、 人 参考 信 息 . 相 关系 数 的 列表 ,实际 数据 、 此 数据 库 可 以 通过 
GenomeNe: (http://www. genome. ad. jp/aaindex/ ) 上 的 DBGET/LinkDB system 
tA, (Ee Raat E E FTP (ftp: //ftp. genome. ad. jp/db/genomenet /aaindex/) 下 
&. 
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2. GELBANKÜ*! 


Pj hb : http: // gclbank. anl. gov 

AR: Se RE OS ZILYI EER RO Fn id 

简介 ;GELBANK fe T A PORE, 搜集 了 已 知 基 因 组 信息 的 生物 的 蛋白 
WB — HEGRERBE E BEEP (http: //gelbank. anl. gov). E EJS NCBI 已 完成 的 微 生 
物 和 人 类 蛋白质 组 , 带 有 一 个 搜索 3 引 警 , 可 以 通过 描述 相对 分 子 质 址 .等 电 点 各 重 
白 的 序 狗 信息 抉 速 检索 序列 。 每 … 个 蛋白 质 组 均 提 供 了 可 浏览 的 理论 上 的 2D JE 
图 谱 。GELBANK 人 允许 注册 用 户 上 载 2D 胶 图 谱 和 它们 的 注释 。 现 在 , 此 网 站 提 
[E T Methanococcus jannaschii , Escherichia coli , Vi Bt Deinococcus radiodurans 的 
2D BAH. Wath web AM, Ro SARS SRA ASH RC MES DERE E 
83 2D REKA E, 


3. Predictome!'*! 


RHE http: // predictome. bu. edu 

内 容 ， 预 潭 蛋白 质 间 荔 能 关系 的 数据 库 

sr: 当前 基因 组 序列 的 汉 滥 导致 了 茶 些 分 析 工 具 的 出 现 ， 这 些 工具 致力 十 
搞 清 这 些 数 据 的 含义 。 为 了 得 到 和 皇 白 质问 的 关系 ， 计 算 和 高 通 量 的 实验 方法 出 现 
了 了 。 这 些 方法 在 提出 假设 方面 非常 有 效 ， 侈 许 研 究 者 扫描 大 其 的 数据 以 得 到 有 兴 
趣 的 、 可 供 进 一 步 详 细 研 究 的 图 谱 。 昌 然 在 基因 功能 预测 中 这 些 预 测 的 关系 的 洪 
在 用 途 已 经 被 证 有 时， 但 对 许多 重 日 质 组 的 所 有 的 这 种 联系 的 搜集 可 以 使 其 用 途 达 
到 最 大 化 。 为 此 Predictome 出 现 了 ， 这 是 一 个 预测 电 岂 质 简 关系 的 数据 库 ， 这 些 
重 白质 间 的 关系 是 基于 将 三 种 计算 机 预测 刘 法 〔 即 染色 体 相 邻 法 、 系 统 发 育 谱 
法 、 结 构 域 融合 法 ) 应 用 在 44 个 基因 组 上 以 及 大 规模 实验 方法 打 撒 蛋白 质 间 相 
互 作用 而 得 到 的 。 这 些 从 各 种 预测 方法 中 得 到 的 数据 在 一 个 数据 库 中 的 级 合 使 我 
们 可 以 对 它们 进行 相互 闻 的 比较 ， 也 可 以 看 到 它们 与 已 知 通 路 的 关系 。 作 为 这 些 
数据 的 仓库 ，Predictome 特 成 为 公共 资源 ， 为 新 产生 的 基因 组 数据 提供 蛋 向 质 间 
的 功能 美 系 。 


4. Proteome Analysis Databaset*]: 蛋白 质 组 分 析 数 据 库 


Pel BE : http://www. ebi. ac. uk/proteome/ 
内 容 : InterPro 和 cluSTr 4€ 42 dE [E ABA ET BE 0r 2E P RE 
简介 : 和 蛋 日 质 组 分 析 数 据 闫 的 创立 提供 了 对 基因 组 测序 完成 的 生物 {包括 真 
细菌 、 证 细菌 和 真 核 生 物 ) 预测 的 鼻 白 质 组 的 广泛 的 统计 和 比较 分 析 。 此 分 析 是 
在 InterPro. CluSTr 和 GO 上 进行 的 ， 在 非 元 余 的 SWISSPROT 和 TrEMBL 的 
完全 的 蛋 日 质 组 的 条 日 中 执行 。InterPro 和 CluSTr 为 家 族 、 结 构 域 、 位 点 提供 
* 191 : 


TARKU, WES (CERT SEA RAM 40% Fl 70% (InterPro 统计 ) HE 
FU. Proteome Analysis Database 包括 个 程序 ， 该 程序 是 专门 执行 InterPro & 
白质 组 比较 的 ， 比 较 可 用 任何 -个 代 白 质 组 对 数据 库 中 另外 一 个 或 多 个 和 蛋白质 组 
进行 。 此 数据 库 的 另 一 特征 是 提供 链接 ， 从 HSSP、PDB 和 SCOP HEB FE 
质 组 的 结构 信息 ， 以 及 从 GO 得 到 功能 实体 (ontology)。 

近期 许多 新 的 蛋白 质 组 已 经 加 入 ,现在 此 数据 库 含 有 53 个 蛋白 质 组 。 人 、 小 
鼠 的 全 部 编码 序列 的 预测 结果 在 EMBL 核酸 序列 数据 库 .SWISS.PROT 和 En- 
sembl (http://www. ensembl. org) 没 有 提供 , 但 它们 共同 提供 了 这 些 物 种 蛋白 质 
组 草图 。 这 些 数据 作为 得 白质 组 分 析 数 据 库 的 一 部 分 提供 , 包括 对 这 些 数 据 集 的 
基于 InterPro 的 统计 和 和 比较 分 析 。 其 他 的 进展 包括 ;和 恒 日 长 度 分 布 的 统计 、 到 
SCOP 和 NEWT 的 链接 ,分 类 数据 库 的 浏览 (http://www. cbi. ac. uk/ webapps/ 


taxonomy/ frameset. html). 


5. REBASEU? 


Pj UE : http: // rebase. neb. com/ rebase/ rebase. html 

内 容 ， 限 制 酶 和 相关 的 甲 基 酶 

简介 : REBASE &) SAAS DNA 甲 基 酶 和 相关 蛋白 《如 切记 酶 、 特 
征 性 的 亚 基 和 控制 蛋白 ) 的 信息 。 它 包含 了 已 发 表 的 和 末 发 表 的 参考 文献 ， 识 别 
ASICS, FIA, Boke, MEERE, SRR, tE 
EHHA (homing endonucleases}。 最 近 ， 关 于 限制 酶 的 甲 基 化 敏感 
性 信息 也 加 入 ， 并 且 还 含有 对 测序 完毕 的 真 细菌 和 占 细 菌 的 基因 组 的 推测 限制 酶 
系统 的 分 析 结 果 。 这 些 数据 通过 e-mail 发 布 , ftp 地址 为 fip: //Itp. neb. com, 网 站 
为 http: //rebase. neb. com, 


6. SWISS-2DPAGEU*! 


EJH ; http://www. expasy .org/ ch2d/ 

PIER. CERERI LAE i Aaa DK PE 

ffr: SWISS-2DPAGE 是 -个 1993 EÈ WAS TE ERI — HERE PLA BAR BE Be E, 
泳 数据 库 。 现 在 的 版 本 包括 24 个 参考 图 ， 是 从 大 和 忌 的 生物 样本 以 及 最 初 的 啤 
EE (Saccharomyces cerevisiae). KIF (Escherichia coli) FAAP AR 
属 (Dictyostelium discoideum ) 中 得 到 。 此 参考 图 现在 有 2824 个 鉴定 点 ， 对 应 
于 除了 各 条 SWISS2DPAGE 序列 虚拟 的 或 任何 用 户 和 输入 的 氮 基 酸 序 列 条 目 外 的 
数据 库 中 614 个 独立 的 蛋白 条 目 。 去 年 SWISS-2DPAGE 数据 库 有 如 下 进展 : 加 
入 了 三 个 新 图 ， 好 几 个 其 他 的 图 被 更 新 ; 加 入 了 与 新 建 的 同盟 2-DE 数据 库 的 交 
RRS; 新 的 访问 此 数据 的 功能 通过 ExPASy AMAR oe Ue 

SWISS2DPAGE 数据 库 在 1993 年 建立 ， 由 Central Clinical Chemistry Labo- 
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ratory of the Geneva University Hopital 和 Swiss Institute of Bioinformatics ( SIB) 
共同 维护 。 现在 (2001 年 10 A) SWISS-2DPAGE 数据 库 的 版 本 包括 31 个 参考 
图 781 tH, HASAN FEAST AGE CH, WK. HepG2, meta, 
FUR. HepG?2 UBB, MER, BRIAR SS. ZI ee. Dod. H. 
Hr AULA, hie Ee. Ze RS A (DL-1), PRA aR 
VERE ASEM), cB CHR. HERIR, RS, Cr. RA, Rea 
RA PERE AE), TR, AB 7 PSR, 3.5~-10, 
4-5, 4.5~5.5, 5—6, 5.5—6.7, 6—9, 6~11), MEMRAM ERIS. (Dic- 
tyostelium discoideum). TEX # A ERI 3326 个 点 已 经 通过 北上 膀 匹 配 (47.796). 
免疫 印迹 (20.5%), fe btm (15.8%), SX dE Me Au mE (5.4%), KEK 
(2.656) AMM tee (24.896) 鉴定 出 来 了 。 有 些 点 是 用 多 种 方法 鉴定 的 ， 
内 此 .上 述 总 数 超过 100% 。 通 过 ExPASy 服务 器 ，SWISS-.2DPAGE 数据 库 可 以 通 
Wee (ROME. BAX. BAS. We FA. Ok. BARKS 
(serial number)] 检索 或 通过 点 击 图 形 上 的 点 来 查询 。 也 可 以 计算 SWISS- 
2DPAGE 数据 库 中 每 一 个 蛋白 序列 或 用 户 输入 的 氨基 酸 序列 在 SWISS2DPAGE 
参考 图 中 的 估算 的 定位 。 


7. YPL. dp'*) 


POSE: http: // ypl. tugraz. at 

内 容 : 醇 母 蛋白 定位 数据 库 

简介 : Yeast Protein Localization database ( YPL. db} S 5 H b #24 FF ( micro- 
scopic analyses) 得 到 的 酵母 蛋白 定位 图 谱 信 息 。 得 到 这 些 定位 信息 的 实验 数据 和 
参数 以 及 从 激光 共 率 焦 (conlocal) 或 影像 显微镜 (videc microscopy ) 43 E) pI EHA H3 
存储 于 一 个 相关 的 数据 库 , 作为 所 有 实验 的 存档 和 证 明 。 此 数据 库 可 以 通过 基因 
名 蛋白 定 们 ,生长 环境 和 大 量 的 附加 参数 来 检索 。 所 有 实验 参数 可 以 从 预先 给 定 
的 列表 中 选择 以 确保 对 不 同 的 研究 者 的 数据 库 的 完整 性 和 一 致 性 。 此 数据 库 提 供 
了 一 个 结构 参考 资源 , 可 以 对 未 知 和 不 明确 的 定位 图 谱 作 更 好 的 判定 。 与 MIPS, 
YPD 和 SGD 数据 库 的 链接 可 快速 访问 在 此 定位 数据 库 中 不 包含 的 进一步 的 信 
E. 


三 、 蛋 白质 序列 基 序 (motif) 


1. Blocks ??! 


MIHE : http: // blocks. fherc. org 

内 容 ; 蛋 白 家 族 保 守 区 的 多 重 比 对 

简介 :Biocks 是 一 个 没有 空位 的 多 重 比 对 , 对 应 于 蛋白 质 最 保守 的 区 域 。 
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Blocks 数据 库 是 由 Blocks 组 成 , 这 些 Blocks 是 用 自动 的 PROTOMAT 系统 从 相关 
HARKER. KREME AAT 11 853 个 Blocks, 代表 了 2 608 个 在 In- 
terPro 和 Prints HB EM BAAR. — T Blocks 的 多 重 比 对 由 没有 空位 的 保守 
区 组 成 , 这 些 保守 区 被 不 能 比 对 上 的 可 变 长 度 的 区 域 分 割 开 。PROTOMAT 系统 
用 一 个 强 有 力 的 motif-finder 对 一 组 相关 是 听 序列 进行 搜索 。 结 果 得 到 的 候选 基 
序 被 组 装 成 浴 着 序列 排列 的 :个 最 佳 的 集合 ,其 他 序列 如 果 已 知 与 一 个 家 族 有 关 
并 且 能 够 与 其 所 有 的 Blocks 结果 比 对 上 则 也 可 加 入 。 为 了 降低 Blocks 数据 库 的 
TLR BEA KA, OCR CTE RA HY Tt aR cb RIR AY K RRT, PROTOMAT 可 以 
按 分 层 方 式 将 其 应 几 到 InterPro 的 序列 家 阁 中 。 由 于 Princ 的 数据 库 格 式 和 
Blocks 的 一 样 , Prints 的 Blocks 可 以 不 用 运 行 PROTOMAT m AHMA. LAMA 
算法 被 用 来 料 所 有 加 入 到 Blocks SUIS EGY Blocks 与 其 余 的 相 比 较 , 以 减少 元 余 的 
HA. Blocks WHR Pee HE iE REA SIRE SEO. Haat DNA 序列 可 以 用 
BLIMPS 搜索 工具 或 IMPALA ELE NCBI IJ RPS-BLAST 工具 与 Biocks 数据 库 比 
较 ,所 右 的 这 些 工夫 提供 了 对 命中 的 条 日 的 统计 评 桔 ， 当 -个 对 Blocks 数据 库 的 
搜索 命中 了 一 个 蛋白 质 家 这 ,用 户 就 被 链接 到 InterPro 页 面 上 。Biocks 的 www AR 
务 器 也 提供 了 儿 种 可 以 增强 所 获得 的 信息 的 工具 。 一 个 家 族 的 Blocks 的 图 形 化 
fi 3 (visual displays) 可 由 序列 logos 涪 荐 序列 的 Blocks PURE Ce wee 
列 的 Blocks 来 提供 。 由 代表 每 - -个 家 族 的 Blocks 构建 的 系统 发 生 树 能 用 ProWeb 
树 形 显示 来 探索 。 对 序列 数据 库 的 Block 比 对 的 皮 向 搜索 可 以 遂 计 链接 到 
BLAST. MAST 和 LAMA 搜索 网 页 完成 。 还 提供 有 到 同样 的 匹配 Blocks 的 CYR- 
CA 集 的 链接 , 这 个 匹配 的 Blocks 常常 是 在 不 同 的 背景 中 出 现 的 具有 相似 的 结 
ADEN BARE, CYRCA 集 是 使 用 LAMA 算法 通过 Blocks 的 成 对 比较 找到 
HJ, Blocks 能 链接 到 CODEHOP PCR 引物 设计 工具 ,此 引物 设计 工具 用 多 重 比 对 
来 设计 杂交 共有 的 简 并 引物 (hybrid consensus-degenerate primers). $ JA, Blocks 
能 链接 到 SIFT, SIFT 是 一 个 从 多 重 比 对 信息 中 预测 所 基 酸 替换 效果 的 程序 。 当 
Hi PERI Block Maker 和 Multiple Alignment Processor 方法 从 自己 的 序列 中 得 到 
Blocks 或 从 自 己 的 区 重出 对 序列 中 切 出 Blocks 时 , 这 些 工 具 也 很 有 用 。 

InterPro 和 Prints 是 现在 Blocks 数据 库 的 蛋白 质 家 族 的 公有 资源 , Blocks 是 
在 2001 年 8 月 从 InterPro 3.1 和 Prints 31.0 PISS) BM, PRAM BOS 
列 的 避 守 区 得 到 的 系统 发 生 树 现在 能 用 ProWeb ME BARRE. ERIFRAR 
的 缩放 , 而 且 可 以 从 相关 的 亚 树 中 得 到 新 的 Blocks。 当 原来 的 Blocks KI g AH 
显 的 亚 家 族 时 ,这 足 很 有 必要 的 。Blocks 现在 已 被 链接 到 有 有 一 样 比 对 的 Blocks 的 
CYRCA 集中 。CYRCA 集 是 通过 下 LAMA 算法 的 成 对 的 Blocks 的 对 排 而 得 到 。 
可 对 排 的 Blocks 常常 是 在 不 同 的 缘 景 中 有 相似 的 结构 和 功能 的 蛋白 质 区 域 。 
CYRCA 有 … 个 能 将 属于 此 集 的 序 估 的 针 构 重 亚 的 工具 。Biocks 可 以 用 SIFT 分 
Br, SIET 是 一 个 用 多 重 比 对 预测 是 否 一 个 氮 基 酸 的 替换 会 影响 蛋白 质 功 能 的 工 
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其 。SIFT 利用 了 一 个 再 实 , 那 就 是 保守 位 点 的 替换 ,如 在 Blocks 区 ,更 有 可 能 影 
响 功 能 。 


2. cpp”! 


PY 3E : http://www. ncbi. nlm. nih. gov/Structure/ cdd/ cdd . shtml 

AA STAT RETIA ER a 

简介 ;保守 结构 域 数据 库 (Conservyed Domain Database, CDD) 是 一 个 代表 在 分 
FUL PER HRA EY USE RES Bit eM Pfam 和 Smart 
比 对 数据 以 及 NCBI 成 员 提供 的 数据 组 装 完成 。 当 前 CDD 版 本 (v1.53) 含 有 3551 
个 这 种 模型 。CDD 的 比 对 被 链接 到 Entrez 的 蛋白 序列 和 结 档 数 据 中 。 分 子 结构 
显示 软件 Cn3D 星 一 个 可 以 交互 式 地 显示 比 对 和 三 维 结构 ,并 由 进化 保守 特征 注 
释 三 维 残 基 举 标的 工具 。CDPD 可 以 通过 万 维 网 进入 , 其 URL 为 http://www. 
nebi. nlm. nih. gov/ Structure/ edd/ cdd. shtml。 蛋 白质 查 询 序列 可 用 一 个 叫 CD 18 
# BAR A (http://www. nebi. nlm. nih. gov/ Structure/ cdd/ wrpsb. cgi) 对 位 点 特异 
打分 矩阵 (PSSMs}) 数 据 库 进行 比较 。 位 点 特异 打分 第 阵 是 从 CDD 的 比 对 中 得 到 
WH. CD 搜索 送行 反 向 位 点 特异 的 BLAST (reverse position-specific BLAST, RPS- 
BLAST), 是 一 个 使 用 广泛 的 PSLBLAST 算法 的 变 体 。CD 搜索 是 提交 到 NCBI 的 
蛋白 质 -蛋白 质 间 BLAST 查询 服务 {http://www. nebi. nim. nih. gov/BLAST) BJ 
默认 运行 程序 。 
3. ClusTr!?21 


[od ll : http://www. ebi. ac. uk/clustr/ 

内 容 : 对 SWISSPROT + TrEMBL Æ AMAA aK 

简介 ; CluSTr (Clusters of SWISS-PROT and TrEMBL proteins) 数 据 库 可 自动 
对 SWISS-PROT 和 TrEMBL 蛋白 质 进 行 分 类 , 分 成 几 个 相关 蛋白 群 。 此 分 类 是 
基于 对 蛋白质 序列 间 所 有 的 两 两 比 对 的 分 析 。 此 分 析 分 别 对 不 同 蛋 白质 相似 性 水 
平 进 行 ,产生 一 个 成 得 的 类 别 。 这 个 数据 库 提供 了 与 InterPro 的 链接 , InterPro $ 
合 了 从 PROSITE .PRINTS, Pfam, ProDom 和 SMART 来 的 蛋白 质 家 族 .结构 域 和 
功能 位 点 信息 。 与 InterPro 的 图 上 形 化 界面 的 链接 使 用 户 一 眼 就 能 着 出 是 否 此 簇 中 
的 蛋白 共有 特定 的 功能 位 点 。CluSTr 也 提供 了 与 HSSP 和 PDB 的 交叉 索引 。 

过 上 内 一 段 时 间 的 工作 集中 在 为 全 蛋白 质 组 创立 簇 。42 个 完成 的 原核 蛋白 质 
组 的 钥 已 建立 。 除 了 已 有 的 真 核 蛋 白质 组 (线虫 ,啤酒 醇 母 、 果 晶 ) 外 , 现 又 加 入 了 
氢 南 并 的 数据 。 由 于 人 和 上 鼠 的 预测 的 完全 编码 序列 在 EMBL 核酸 数据 库 中 未 提 
殿 , 给 出 了 从 SPTr 和 Ensembl (http://www. ensembl. org) 全 蛋白 质 草 图 来 的 
SWISS-PROT fl TrEMBL 的 蛋白 得。 
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4. InterPro!) 


Pd if. | http://www., .ebi. ac. uk/interpro/ 

内 容 : 蛋 白质 家 族 .结构 域 . 位 点 的 整合 资源 

[PME EE 户 质 家 族 、 结 构 域 或 功能 位 点 的 鉴别 信和 号 (signatures diagnostic) 
UTER ER T A Se oh E 生化 特征 的 序列 的 计算 机 分 类 是 -- 个 重要 的 工具 。 
InterPro 是 一 个 蛋白 质 家 族 , 结 构 域 和 功能 位 点 的 整合 资源 它 合 并 了 PROSITE, 
PRINTS, Pfam, ProDom LL SMART 数据 库 的 成 果 。 每 个 InterPro 条 有 目 包 括 功 
能 描述 注释、 引用 文献 ,与 相关 的 子 数据 库 的 链接 。 一 个 新 的 特征 是 包括 Inter- 
Pro 条 目 到 相关 的 Gene Ontology (GO) d& H 的 映射 , 它 是 一 个 从 和 蛋白质 到 GO 
terms 的 自动 映射 的 -~ 个 有 用 的 工具 。Jnterpro 的 3.2 版 (2001 年 7 月) 含有 3 939 
TRA RET 2850 个 家 族 .1009 个 结构 域 .65 个 重复 序列 和 15 个 转录 后 修饰 
(PTMs) 位 点 。 每 个 InterPro KAM J S SWISS-PROT 和 TrEMBL 的 所 有 匹 
RÉGIE SWISS-PROT 和 TrEMBL 的 约 580 000 条 蛋白 中 有 2 000 000 个 命中 )。 下 
一 个 子 数 据 库 TIGRFAMs 的 整 台 现在 正在 进行 中 。 该 数据 库 可 通过 文本 和 基于 
序列 的 检索 来 谤 问 。 对 该 数据 库 有 何 疑 问 可 e-mail 至 : Interhelp(2 ebi, ac. uk. 

现在 , 从 子 数据 库 中 得 到 的 新 的 鉴别 信 叶 已 被 整合 进 InterPro. SMART (a 
Simple Modular Architecture Research Tool) 数据 库 已 经 被 整合 进 InterProt, 
SMART ABE PE Jo OF HE E UTER a MEER BERT Hr gr dU HOER UA 长 结构 域 槐 件 的 分 
析 。 它 包括 500 多 个 企 信 和 号、 细胞 外 和 染色 质 相关 和 蛋白 中 的 结构 域 家族 。 现在 下 
在 进行 的 子 数据 库 的 整合 ， TIGRFAMs, 提供 了 隐 当 尔 可 夫 模 型 , 以 HA E 15] — xh S 
的 蛋白 质 家 族 。 其 他 新 特征 包括 -- 个 附加 的 图 形 化 用 户 界面 ， 以 在 一 个 浓缩 的 图 
JE S zs (condensed graphical view) 中 显示 蛋白 质 匹 配 , 以 及 与 Gene Ontology (GO) 
条 目的 映射 。 可 能 的 话 , InterPro 的 条 目 已 经 手工 GO SK B db, DL ficco d 目 可 应 
用 到 所 有 的 与 这 条 目 匹 配 的 蛋白 中 。 


5. Pfam” 


Fi ab : http://www. sanger. ac. uk/ Software/Pfam/ 

内 容 ; 包 序列 比 对 和 共同 的 看 白质 结构 域 的 隐 乌 尔 可 夫 模 型 

简介 ,Pfam 是 一 个 大 的 蛋白 多 序列 比 对 集 和 让 马 尔 可 去 模型 的 profile, Pfam 
以 万 维 网 形式 由 英国 的 http://www. sanger. ac. uk/Software/Pfam/. 瑞典 的 
http://www. egr. ki. se/ Pfam/ 和 美国 的 hitp://pfam. wustl. edu/ 提供。Pfam 的 最 
新 版 本 (4.3) 含 有 1815 个 家 族 。Pfam 的 家 族 与 SWISS.PROT 37 和 TrEMBL 9 
上 的 蛋白 有 63% 是 匹配 的 。 现 在 Pfam 对 于 全 基因 组 有 超过 半数 的 蛋白 能 对 应 
Eo EU DNA 能 直接 用 Wise2 软件 包 对 Pfam 库 进 行 搜索 。 
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6. PROSITE? 


RH: http://www. expasy. org/prosite 

P3 É EISE YA A patterns 和 profiles 

für : PROSITE (http://www. expasy. org/ prosite/ ) 是 由 有 生物 学 意义 的 pat- 
tern 和 profile 组 成 , 用 适当 的 计算 了 上 有 只, 它 可 以 有 助 于 判断 一 个 新 的 序列 属于 哪个 
ZU C RE FE LE AS BS), 或 含有 哪些 已 知 的 结构 域 。 

更 在 profile 的 搜集 扩展 到 组 成 上 的 偏 性 区 {如 富 含 Pre) 和 所 谓 的 环形 pro- 
files, 环形 profiles 可 在 一 个 由 几 个 串联 重复 单元 组 成 的 重复 区 产生 一 个 匹配 (如 
COLLAGEN-REP), —'T 3I? profile 搜索 服务 器 (http:/ /hits. isb-sib. ch/cgi-bin/ 
hits-motifscan) d] ££& xz #2 (IE T. -- > Rf OU & (patterns. profiles. pfam-hmms) Ái 8 fA 
自动 更 新 及 与 His THp: / hits. isb-sib. ch) WE. 


7. 其 他 和 蛋白质 序列 基 序 数据 库 ( 表 9-1) 


dev: 其 他 和 蛋白质 序 列 基 上 序数 据 库 


数据 库 阿 址 说 明 
EMOTIF http: // motif. stanford, edu/emotif EAFA EFH HARRA 
l HABRA REG LIE FEAR DE ED AN 
iPROCLASS http: // pir. georgetown. edu/ iprociass/ 

TE 
lttpz/ /weew. chs. dtu. dk/datsbases/ OGLY- 
O-GLYCBASE ^" yos dk/datebases/ EAA O ML Gr A 
CBASE/ 
PIR-ALN hrp: //pir. georgetown. edu/ pirwww/ dhinfo/ EARNER 
piraln. html 
http://www. bioini. . at. dbbrowser/ 
PRINTS tips // oinf. man. ac. uk/ dbbrowse: 等 级 基因 家 族 指 纹 


PRINTS/ 


http: //pir. georgetown. edu/gíserver/ pro- BIPIRGEUX RA PROSITE pattern 定义 


ProClase class. html 的 重 白质 家 族 


ProDom http://www., toulouse. inra. fr/ prodom. html BAMA RE 
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8x 


数据 产 Fa Al: UH 
Pro M. hup: f/ led 白 动 的 SWISSPROT EI Ej oo 
rotoMlap tipi? / protornap. eornell. edu 级 分 类 
SBASE http: / /wrarw . icgch. trieste. It/ shase TERRY de ERE Ef a 
SMART http: // smart embl-heidelberg. de fj ru eg eq eA 
SUPFAM http: // pauling. mbu. iise. ermet in/ ~ supfam £2 By eg A m He yu a Re 
SYSTERS, 
GeneN, hitpe//ombs. mel 4 BARRE EST 敌 和 基因 组 位 点 的 整 
Sl, ip: . . . 
neNest tp //emb. molgen. mpg. de 合 数 据 库 
SpliceNest 


四 、 蛋 白质 三 锥 结构 和 相关 数据 库 
1.PDRBI26] 


Fl hb: http://www. resb. org/ pdb/ 

内 容 : 用 六 射线 是 体 学 和 核磁 共振 法 (NMR) 得 到 的 结构 数据 

简介 :PDB(Protein Data Bank) 是 专 一 的 全 世界 的 生物 大 分 子 结 枸 数据 库 。 现 
在 产生 了 PDB 存档 的 mmCIF 数据 文件 集 (frtp://beta. resh. org/ pub/ pdb/ unifor- 
mity/datafmmCIFA)。 同 时 一 个 可 以 将 mmCIF 数据 文件 转化 成 PDB 格式 的 应 用 
程序 ( 叫 CIFTr) 也 已 公布 ,以 支持 已 有 的 软件 。 


2. MMDB?? 


Py B. http://www. sander. cbi. ac. uk/hssp/ 

内 容 : 所 有 实验 测定 的 一 维 结构 , 链接 到 NCBI 的 Entrez 

fa tt :现在 ,省 多 蛋白 质 守 族 的 三 维 结构 已 经 知道 ,因此 ,很 有 可 能 在 搜索 序列 
数据 库 时 会 碰 到 已 知 结 梅 的 同 源 物 。Entrez 的 二 维 结构 数据 库 的 目标 就 是 使 这 些 
信息 以 及 其 提供 的 功能 注释 能 够 很 方便 地 提供 给 分 子 生物 学 家 。 为 了 达到 此 日 
标 , Entrez 的 搜索 引擎 提供 了 三 个 强 有 力 的 特征 :中 序列 和 结 梅 的 邻接 (neigh- 
bors); 比如, 人 们 可 能 会 选 与 一 个 感 兴 趣 的 序列 相似 的 所 有 的 序列 ,以 及 到 所 有 已 
知 的 三 维 结构 的 链接 。 句 数据库 间 的 链接 ; 比如 , 人 们 可 能 会 通过 河 汇 的 匹配 搜 
索 MEDLINE, 同时 链接 到 这 些 文章 中 所 报道 的 3D a. OF WA AA DR 
化 ;在 确定 一 个 已 知 结构 的 同 源 物 后 , 人 们 可 以 通过 观察 分 子 图 像 和 比 对 情况 来 推 
导 近 似 的 3D 结构 。MMDB( Molecular Modeling Database ) 可 以 从 以 下 网 址 得 到 : 


http://www . nebi. nlm. nih. gov/entrez/ query. fegi? db= Structure. 
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3. 其 他 有 关 数 据 库 


BioMagResBank 
核酸 的 数据 的 数据 库 

SWISS-MODEL Repository 自动 产生 的 蛋白 模型 数据 库 

ModBase 一 一 比较 的 蛋白 结构 模型 数据 库 

CATH-—-& Hi CL BSM 结构 分 类 

SCOP 一 一 蛋白 的 结构 分 类 [在 蔷 国 .以 色 列 ,新加坡 .澳大利亚 有 和 镑 昼 ] 

Mol _ R Us Molecules R Us, PDB 的 浏览 器 

BMM Domain Server—— EH 5} TAE SE Se 3 (Biomolecular Modelling Labo- 
ratory, ICRF) E FHARR Fe 


JA Edo P OE RESE(NMR spectroscopy) FEH & AR KR 


PRESAGE 结构 基因 组 学 联合 资源 
ReLiBase SE UR/ BUS E 合体 数据 库 [EAA] 


TOPS— 76 r4 Midi TF F8 
CC 一 一 剑桥 晶体 学 数据 中 心 (剑桥 结 构 数 据 库 , CSD) 


五 .在线 蛋白 工具 
# 9-2 介绍 [常用 在 线 蛋 白 工 具 !*31, 


表 9-2 常用 在 线 蛋 白 工具 
软件 名 称 fe he 简介 

EVES!) 级 结构 预测 综合 站 点 ,从 此 出 发 ， 
AE PEE DU, 可 以 根据 需要 ,使 用 各 种 在 
BCM Search http: // dot. imgen. bern. tme. edu; 9331/ HAA CER, G8 Coils. nnPredict , PSSP/ 
Launcher seq search/struc predict. html SSP. PSSP/NNSSP, SAPS. TMpred, 
SOUSI, Paireoil, Protein Hydrophilicity/ Hy- 

drophobicity Search SOPM, 使 用 上 分 方便 
http; // www. biokemi. su, se/ = server! 蛋白 路 膜 两 测 服务 器 ,输入 雪白 序列 ,预测 路 

DAS/ . EDO 


DAS 


PEAS Be [EIER RR RE 
http://www, biokemi. su. se/ ~ server/ . . 
TopPred 2 BER BE EH mth TRUE Topology predic- 
loppred2/ . 
uon of membrane proteins {ERR TA 


| H bi jn 东京 农业 科技 太 学 {Tokyo University of Agri- 
SOSUI i H azusa. proteome. Dio. tuar. ac- Ip culture and Technology ) HE (E 6) Ré a A 4r 35 
m fi. EHE EIR AE ART. A 
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软件 者 称 


[e] ht 


续 表 


简介 


PSIpred-MEM- 
SATZ 


HMMTOP 


TMpred 


TMHMM 


The PredictPro- 


tein server 
SMART 
SPLIT 


PRED-TMR 


CoPreThi 


TMAP 


mulcalin 


Protein Sequence 


Analysis 


PSA 


PRS 


AAA 


hitp: //globin, bia. warwick. ac. uk/ 
psipred/ 


http://www. enzim. hu/ hmmtop/ 


http: // www. ch. embnet. org/software/ 


TMPRED _ form. himl 


http://www. chs. dtu. dk/serviees/ 
TMHMM-1.0/ 


http://www. embl-heidelberg. 


dictprotein/ 


de/ pre- 


http: // smart. embl-heidelberg. de/ 

hup: // pref. etfos. hr/split/ 

hup: //o2. dh. uoa. gr/ PRED-TMR/ 
http://o2. db. woa. ge/CoPrel'Hi/ Main. 


html 


http://www. embl-heidelberg. de/ tmap/ 


imap _ info. himl 


http://www. toulouse. inra. fr/multalin. 


html 


http: // bioweb. pasteur. [r/seqanal/ 


protein/intro-uk. html 


bun: //bmerc-www . hu. edu/ psa/ 


http://www. embl-heidelberg. def 


prs. html 


http; // www, embl-heidelberg. de/ 


aaa. html 


ARABS BRR +B 
FETU. Rip RADA Sea 
TM FARA EMAL. 提供 给 您 


SM S Fre PUES A eM ER 5 28 


A BFR 


预测 蛋品 的 跨 膜 螺旋 


提供 蛋白 数据 库 查 凋 , 预测 蛋白 各 种 结构 的 
服务 


EIE GES, CSS e S P H E TRO, 显示 
出 其 结构 域 及 跨 膜 区 等 


BEA FM MRS at 


FEAST SwissProt BR AF SE iT ot Hr UM 
重 白 跨 腊 片段 的 服务 


基于 INTERNET 的 JAVA 程序 , 新 测 蛋 白 的 
ERE DEC 


SEC ERBU BR E 


EENES HERTA a SL ARE OO PP 
keii 


CEB RE A SEE AY Be FR A ER TE 
IR 
Protein Sequence Analysis 58 35 88 Ae t E BU 
失学 生物 分 子 工程 研究 中 心 {the BioMolecu- 
lar Engineering Research Center F E, ALA 
基 酸 序列, 预测 二 级 结构 及 折合 区 域 
EMBL 提供 的 以 未 知 重 白 序 列 的 氢 基 酸 组 成 
而 非 氨 基 酸 序列 硕 序 进行 蛋白 家 族 及 各 
种 特性 孤 测 的 腿 务 器 , 并 特 结 果 通 过 E- 
MAIL 发 给 您 


EMBL 氨基 酸 分 析 服 务 器 , 与 上 一 个 腿 务 类 
fel, GA ee A SERIE EU 
据 , FS SAREE OSH 
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SB E HH a SRA E MER 
组 成 分 析 


蛋白 质 组 的 研究 包括 应 用 先进 的 分 离 技 术 、 质 谱 及 生物 信息 学 工具 夫 监 定 复 
EPIRA A ARE hik (2-PR) WKS SRE PA A, 
FU FACE FEE REE ET AP LU TSO AT EK i ht ds ect 
(PME) MERER Eri RA OE ib HE E. 2-DE 上 分 离 出 的 蛋白 
质 。 随 着 分 析 技 术 的 不 断 提 和 苘 ， 过 去 的 L0 年 内 已 经 建立 了 许多 不 同 组 织 、 体 液 ， 
ae AA BBY AI 2-DE 参考 图 谱 。 

但 是 ， 重 月 上 质 组 的 研究 仍 有 其 缺陷 性 。 其 中 最 为 重要 的 是 2-DF 的 分 辨 率 问 
题 ， 目 前 2-DE 的 分 辩 率 最 多 可 以 达到 3000 一 4000 个 蛋白 质点 ， 因 此 低 丰 魔 蛋 
白质 点 的 分 离 与 鉴定 受到 限制 。 在 基因 组 的 研究 中 ， 低 丰 度 的 转录 本 可 以 通过 抑 
制 消减 杂交 选择 ， 并 用 PCR 进行 扩 增 ， 而 目前 在 蛋白 质 组 的 研究 技术 中 ， 并 没 
有 相关 技术 ， 因 此 许多 重要 的 调节 分 子 ， 如 细胞 因子 与 它们 的 受 体 、 信 和 号 转 导 下 
A. RUA ROR, AER), 5t ETT E e N 
BROKE, WE, HUST RRR NRA RAM, Wot, SHRM E LER E, 
是 一 大 难题 。 因 此 ， 蛋 白质 组 的 研究 目前 最 好 以 亚 细 胞 的 蛋白 质 为 重点 (如 质 
A, SURE. HUA), MAE Re eee), 

细胞 被 分 成 不 同 的 区 间 ， 而 负责 不 同 细胞 机 制 的 功能 单位 又 包含 许多 大 分 子 
结构 及 多 蛋白 复合 物 。 从 生物 学 的 角度 看 ， 真 核 细 胞 的 区 域 化 作用 为 细胞 中 的 生 
化 反应 提供 了 可 能 的 调节 机 制 ， 如 N 端的 糖 某 化 只 发 生 在 质 膜 上 ， 因 此， 只 有 
进入 质 膜 的 蛋白 质 才 能 发 生 N 端的 糖 基 化 。 为 了 鉴定 整个 细胞 的 蛋 自 质 组 ， 我 
们 可 以 充分 利用 细胞 的 区 域 化 作用 和 其 功能 单位 ， 对 细胞 器 及 和 蛋白质 复合 体 的 组 
或 进行 研究 。 


第 一 节 细胞 器 的 分 离 
一 个 动物 细胞 包括 很 多 细胞 器 ， 如 线粒体 、 溶 酶 体 、 过 氧化 物 酶 体 、 质 膜 、 


高 尔 基 体 、 胞 交友 细胞 核 等 ， 由 膜 将 这 些 细胞 器 分 隔 。 不 同 的 细胞 系 中 矢 个 细胞 
器 所 占 的 比例 均 不 相 问 。 
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ES 线粒体 


在 虑 熟 的 成 纤维 细胞 中 线粒体 〈mitochondria) 是 含 基 最 丰富 的 细胞 器 ， 每 
个 细胞 中 约 有 1000 个 线粒体 ， 占 整个 细胞 体积 的 25% 。 所 有 线粒体 都 由 一 个 双 
层 膜 系统 组 成 ， 外 膜 与 内 膜 分 隔 开 并 包 玮 着 内 膜 。 线 粒 体 是 一 种 具有 了 能量 转换 、 
iy minh. PAB SRR SRE (ATP) 等 功能 的 主要 细胞 器 。 

制备 线粒体 的 关键 是 要 保持 其 完整 性 及 纯度 。 尽 管 没 有 一 种 方法 完 爹 适 用 十 
从 各 种 组 织 、 细 胞 中 分 离线 粒 体 ， 但 却 有 一 个 基本 原则 ， 邯 先 制 备 组 织 或 细胞 多 
桨 ， 然 后 进行 差 速 离心 ， 低 速 去 除 细胞 核 及 细胞 碎片; 高 速 离心 分 离线 粒 体 ， 如 
果 有 必要 ， 还 可 以 进行 密度 梯度 离心 。 组 织 细胞 的 特异 性 及 所 要 线粒体 的 实验 用 
途 决 定 了 方法 的 细节 。 这 些 细节 包括 ， 义 浆 器 的 选择 、 缓 冲 渡 的 成 分 、 许 可 混杂 
其 他 细胞 器 的 程度 等 。 要 选择 对 某 种 组 织 来 说 最 人 台 适 的 缓冲 液 并 确定 最 好 的 匀 浆 
FE, 4E Richwood (1992) 的 文章 中 对 一 些 手段 以 及 它们 所 适用 的 组 织 和 细胞 
作 了 很 好 的 阐述 中 。 

大 鼠 肝 胜 比 绞 易 于 得 到 和 匀 桨 ， 而 且 共 细 驳 中 含 大 量 线粒体 ， 因 此 ， 大 鼠 肝 
脏 惑 为 分 离线 粒 体 最 常用 的 组 织 。 本 节 以 大 景 肝脏 为 例 介 绍 线 迷 本 的 分 高 方法 。 


1. 操作 程序 


1) 将 饥 局 一 天 的 300g 左右 雄性 大 鼠 处 死 ， 迅 速 取出 肝 胜 ， 注 意 不 要 型 破 胆 
赛 。 肝 脏 放 进 一 置 二 亲 上 的 平时 中 ， 剪 去 结缔 组 织 ， 称 其 质 基 后 放 回 平 
Ifi TEME A (250mmol/L HRR, O.Smmoi/L EGTA, 5 
mmol/L Hepes, 0.1% (W/V) BSA, pH7.4), ARAM BRR, 
并 用 缓冲 该 A 冲洗 去 除 大 部 分 的 血 。 转 移 至 匀 奖 器 中 ， 加 入 足够 的 缓冲 


HE ATTA. 

2) HORE ORPR ÙC, 600g, 5min, 22, REA. KRAMER 
碎片 。 

3) 上 清 10 300g 离心 ，10min。 沈 证 部 分 为 线粒体 粗 制 品 ， 漂 洗 线粒体 两 
P. 


4) 将 最 终 的 沉 证 用 一 定 体 积 的 适 于 后 续 工作 的 缓冲 液 悬 评 。 

5) 线粒体 的 进一步 钙化 。 

线粒体 组 分 可 通过 密度 梯度 离心 法 进一步 纯化 。 通 常用 Ficoll, Percoll #0 BF 
糖 来 形成 密度 梯度 。Fieall 和 Percoll 有 商品 化 的 产品 。Ficoll 是 最 早 发 展 起 来 的 
专门 用 于 细胞 分 级 分 离 的 介质 2 下。 它 常 用 汪 非 连续 梯度 ， 普 遍 用 于 从 脑 部 分 离 
线粒体 和 神经 突 般 体 。Percoll 可 使 用 预先 形成 的 不 连续 或 连续 梯度 ， 或 在 离心 过 
程 中 使 其 自动 形 蕊 梯度 ， 线 粒 体 可 在 这 个 梯度 中 形成 等 密度 带 ， 其 他 细胞 器 因 密 
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度 较 低 而 位 于 离心 管 上 部 。 它 广泛 用 于 各 种 细胞 器 的 分 离 。 其 整个 梯度 都 是 等 渗 
的 ， 而 自 能 很 快 地 白 动 形成 梯度 。 然 而 作为 一 种 胶体 县 渡 ， 在 使 用 中 存在 着 较 难 
清除 这 一 缺点 。 到 日 前 为 止 ， 非 过 续 芒 糖 梯度 是 蚁 常用 的 介质 ， 尽 管线 粒 体会 被 
离心 时 产生 的 高 渗透 压 彼 坏 ， 一 些 代谢 功能 也 会 改变 或 丧失 。 因 为 苏 糖 比较 容易 
得 到 ， 且 较为 便宜 ， 得 到 的 线粒体 可 在 许多 实验 中 使 用 5]。 
a. 小 心地 在 15ml 1.5mol/L B5 BRR I 31— Iz. 15ml 1.0molL HJ RB 
WE, ER 30ml B2 PRSE, 1.0mol/L ARORA 1.5mol/L HEBAR ES. 
10mmol/I. Tris-HCl (pH7.5) ; 1mmol/L EDTA, pH7.5, 
pb. 小心 加 入 线粒体 悬 液 ，60 000g (22 000 r/min) 离心 20min。 线 粒 体 会 
在 1.0mol/I. Hl 1.5mol/L 界面 处 形成 … 萍 层 。 
. BERHAK 5 1.0mol/L 层 的 交界 。 
.用 一 巴 斯 德 吸管 轻 末 地 在 1. 5mol/L. 屋顶 部 吸出 线粒体 。 
. REIER, 17 000 离心 15min， 沉 淀 线粒体 。 
， 用 30m 缓冲 液 A 洗 一 次 ， 重 悬 社 了 合适 体积 的 适 于 后 续 工 作 的 缓冲 液 
Fa 


2. 注意 事项 


(1) 全 部 操作 均 在 0 一 4 和 下 进行 。 

(2) 多 次 少 址 制备 的 总 得 率 要 大 于 一 次 大 量 制 备 的 得 率 ， 即 制备 规模 的 扩大 
并 不 意味 着 得 率 的 提高 。 

(3) SERBIA CE. 总 的 来 说 ， 一 个 梯度 可 加 载 来 自 一 只 大 鼠 肝 肚 


—RR c ART òr Farm rt Eo P uet. Le 


m tT fa 


FOREARM, REDE Ae ER PACK BU HERE P AP P m IR AED a 

简 些 地 说 ， 方 法 如 下 ， HARARY HAIE eb ee, KRAINÉIIGS 
速 离心 浓缩 高 尔 基 体 。 最 欠 的 纯化 通过 薛 糖 梯度 离心 完成 ， 巷 糖 梯度 离心 通常 在 
50 000g 至 100 000g 之 间 进 行 15。 


10-1 几 种 线粒体 标志 醇 及 其 定位 


标 dh BE 定 位 

PUR EDEN 

HS nee (bns ot a 

D Rid eS Hp iT] Rr 
3i FEL A Bel OC Py AE 
Slat dc sS 内 膜 

SE Sis NOISE AE ni it 
dE E e Ck fe RR 

"HRS S -o-SEUNE 微粒 体 
NUES AE NS TREES 
s-HO EB HERE 

at Sik Ae xt3 th eee 

1. WHE 
1) RAYE (9 250g), FREE SCORE LA 27 15 2836. RAF (10— 138). 7H 

TRUR. 


2) AAA me AE ATTE 2 AE E (50 mmol/L Tris -:53K Bg, 
pH6.4; 0.5 mol/l. FEE; 1% WRB) 中 处 理 40s- 

3) SIEHE T 5000g 离心 15Smin。 点 除 大 部 分 上 清 。 用 吸管 将 沉淀 中 黄 福 色 
的 部 分 重 县 于 少量 的 上 清 中 ， 

4) 用 吸管 反复 吹 吸 使 之 混 匀 ， 将 县 液 铺 在 1.2 mol/L REL. 

5) 样品 于 100 000g 离心 30min， 吸 出 上 清 后 ， 遇 吸管 挑 起 高 尔 基 体 。 

6) HRS RRR REE PYRE : 
a. 来 白花 糖 梯 度 的 清亮 上 清 ， 适 村 最 佳 形 坊 的 保持 。 
b. 燕 仿 水 用 丁 达 到 最 高 的 分 布 纯 度 。 
c. 匀 浆 介质 或 酶 分 析 混 合 液 用 十 保持 酶 的 活性 。 

7) 以 5000g 4 15—20min 收集 高 尔 基体 。 
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2. 注意 事项 


(1》 为 了 吕 锡 高 尔 基体 与 深 酶 恢 的 长 时 间接 触 ， 组 织 义 浆 随 后 的 步 又 应 尽 可 
能 地 快 ， 谍 尽量 缩短 高 尔 基体 在 当 浆 滚 中 非 沉 演 状 态 的 时 间 。 对 于 一 些 
肝脏 的 名 浆液 ， 如 果 信 浆 与 离心 之 闻 的 间 随 长 十 Smin， 就 会 导致 30% 


高 尔 基 性 的 丧失 。 


(2) BAT SRA FRAIL. REA ER SE 
方法 蚌 内 为 它 的 简便 性 ， 和 但 连 续 梯 度 并 不 比 不 连续 梯 庶 有 了 明显 的 优势 ， 
TE 1.0— 1.25mol/ L 其 糖 浓度 范围 内 的 分 步 纯度 均 没 有 明显 的 差别 。 


3. 高 尔 基体 纯度 鉴定 


用 与 来 源 组 织 相 对 应 的 糖 基 转 移 酶 对 高 尔 基体 进行 鉴定 是 最 可 靠 的 方法 。 半 
乳糖 苷 转移 酶 对 局 十 动物 ， 葡 率 糖 合成 酶 | 对 应 于 慎 物 。 用 于 哺乳 动物 细胞 及 组 
织 的 标志 酶 在 表 10-2 中 列 出 。 在 确定 高 尔 基 体 在 丰富 提取 物 中 的 存在 及 估 测 它 
们 的 丰 度 时 ， 用 电子 显微镜 鉴定 图 定 及 包 埋 的 组 织 仍 然 是 比较 确定 和 不 可 替代 的 
方法 中。 用 免 染 米 鉴定 高 尔 基 体 的 方法 要 求 较 高 ， 定 甚 则 更 加 复杂 化 。 


表 10-2 ABT Hs a AAR AL a eS A Sd ae RE E A 


RER 定 位 

高 尔 基体 的 标志 酶 

FARERES 高 水 基体 
非 高 尔 基体 标志 酶 

s- BRN Hg d 

K* AH, oubain -PPRA -AE E-S Wis 

HH 6 SEE Ebo EVE 
NADH -细胞 色素 人 RETER 内 质 网 污染 
BEAM INT “iE FREE TS He 


三 、 过 氢化 物 酶 体 


过 氧化 物 酶 体 (peroxisomes 又 称 微 体 ) 是 存在 于 大 多 数 真 核 细 胞 中 的 亚 细 


Bear BH OO ome aE Ale 4o. ie gà da Henle X e 


WAT Ext /— de A Get He =F- 


是 一 些 使 O, 形成 HO) 而 催化 代谢 物 氧 化 的 氧化 酶 ，HzO: 则 由 催化 酶 分 解 。 过 
氢化 物 酶 体 也 参与 细胞 内 脂肪 和 氨基酸 代谢 。 

有 许多 方法 用 于 从 不 同 的 生物 组 织 中 分 离 过 氧化 物 酶 体 | 。 这 里 简要 介绍 
大 鼠 肝 胜 中 过 氧化 物 酶 体 的 分 离 5 。 


1. 操作 程序 


1) CME TL ft RE RIEA RRA FT LE. 

2) 迅速 取出 肝脏 、 前 碎 并 转移 至 匀 浆 只 中 ， 可 三 倍 体 积 (ml/g £821). 的 冷 
513 tih HE OTR 

3) FRA 1000g, BO 10 min (4C). 

4) 轻 轻 合击 上 清 并 保存 。 上 髓 用 3 REUS SIDE Rh UL OE ETT SUR. 

5) XE EHE P 600g 离心 10min. 

6) 将 上 清 上 与 第 -- 次 的 上 清 合 并 ; 重复 4、5 两 步 。 

7) 将 两 次 的 上 清 合 并 ， 加 入 2 ml PMSF. mE ( 料 的 细胞 核 组 分 ) FR. 

8) 将 合并 后 的 上 清 于 3300¢ 离心 10min， 将 最 后 的 1~2 ml BERLE n] SE 
地 沉 注 上 屋 松 软 的 粉红 色 部 分 ， 同 时 丸 不 影 啊 下 屋 比 较 结 实 的 沉淀 。 痉 
KL. Ft RAR ODS HORROR, 

9) TESHEHE I 25 000g 再 离心 10min, HELA. 

10) RCH eR ST aA A (mg) 的 勾 浆 缓冲 液 

中 。 

吸 10ml 3096 fJ Accudenz 洲 液 至 一 只 40ml 的 超速 离心 管 中 ， 然 后 轻 轻 

地 将 2m) AEP 1. 组 分 铺 在 Accudenz SK 11, HLS, 45 000g 离心 

15mins 此 外 ,也 可 以 在 冷 湛 低 速 离心 机 中 以 25 000g RÙ 20min, 30% 

(w/v) FA Accudenz( 原来 被 称 作 Nycodeaz, Bl, 5-( N-2, 3-dihydmxypropyl- 

acetamino)-2, 4, 6-triiodo- N, N -bis(2, 3-dihydmxypmpyl) isopthalamide, 

Accurate. Chemical) 溶液 , 其 中 含有 10mmol/L 的 TES 及 1 mmol/L 

EDTA,pH 7.5.) 

吸出 界面 物质 ， 接 着 吸出 上 清 。 将 沉淀 重合 于 相当 于 1/4 肝脏 重量 的 

Accudenz 介质 中 (或 者 上 巷 填 匀 浆 缓 促 液 中 )。 这 就 是 最 终 的 过 氧化 物 酶 

体制 备 物 。Accudenz 可 以 通过 在 AC Bt 0.25mol/L BE SE. fO0mmol/L 

Tris-HCl (pH7.5) 1mmol/L EDTA AIER E, 


2. 注意 事项 


1) 细胞 勾 浆 液 和 亚 绍 胞 组 分 应 始终 保持 于 0 一 4 和 ， 匀 兹 时 匀 桨 髓 应 浸 在 冰 
水 中 以 使 管子 保持 低温 ， 以 保持 细胞 才 的 完整 并 尽 基 减少 内 波 性 蛋 岂 酶 
的 降解 。 
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2) 应 在 分 离 过 程 中 经 常 加 入 丝氨酸 起 日 酶 的 抑制 剂 PMSF， 因 为 它 在 水 相 

”介质 中 很 容易 水 解 。 

3) 还 应 该 注 痊 的 是 ， 肝 脏 和 肾脏 的 过 氧化 物 酶 体 非 常 脆 电 ， 因 此 在 分 离 过 
程 中 启 避 人 免 剧 裂 的 匀 浆 或 强烈 的 渗透 压 休克 ， 以 防止 这 些 细胞 器 的 玖 解 。 
最 终 的 过 氧化 物 酶 体制 备 物 保 存在 会 有 Accudenz H AAAA Po 

4) Accudenz 在 UV 区 有 强烈 的 吸收 OA, = 二 244nm)， 可 能 会 干扰 一 些 分 光 
光度 法 的 酶 学 分 析 。 为 获得 不 含 Accudenz 的 相当 完整 的 过 氧化 物 酶 体 ， 
沉淀 的 样品 席 野 于 相同 的 洲 液 中 ， 然 后 对 轻 度 高 活 缓 冲 的 此 糖 (0.25 
mol/L) 溶液 透析 并 更 换 数 次 缓冲 液 。 匀 桨 中 将 匀 交 器 浸 在 冰 水 中 以 使 
管子 保持 低温 。 


3. Et sa SE 


Et Duve 上 其 癌 事 描述 的 方法 采用 差 速 离心 分 离 富 含 过 氧化 物 酶 体 的 轻 的 线 
粒 体 CL) 组 分 。 将 该 L 组 分 进一步 作 Accudenz 不 连结 密度 梯度 离心 来 分 离 不 会 
其 他 组 分 的 过 氧化 物 酶 体 。 用 该 方法 分 离 的 过 氧化 物 酶 体 应 不 含 任何 完整 的 线 粒 
ARAMA, URAL RM AMS, #103 WRT KARA 
RK P AI ER ML TI e T HE 
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标 E g 位 
M RESI MS 

PRB AL FE 27]. 153 

DHAPAT it Sika 
| BAT CER BEC EE 

Merk NER mE 

BU ROS CC HR 线粒体 污染 

WER- 6 Re 内 质 网 污染 
HRE 


所 有 能 进行 光合 作用 的 植物 都 含有 由 叶绿素 组 成 的 细胞 器 ， 称 为 叶绿体 

| (chloroplast)。 叶 绿 体 是 研究 得 最 透彻 的 质 体 ， 以 具有 称 为 类 事 体 的 能 进行 光合 
作用 的 内 膜 为 特征 。 分 离 和 制备 有 活性 的 离休 叶绿体， 是 研究 叶绿体 缚 构 、 功 

能 、 光 合作 用 机 理 及 其 遗传 控制 的 重要 技术 条 件 。 要 分 离 有 活性 、 较 纯 的 完整 叶 


”209 - 


绿 体 相当 困难 。 菜 性 植物 叶 细 胞 的 细 抱 点 较 厚 ， 叶 绿 体 不 易 从 细胞 中 分 离 出 来 ; 
某 些 植物 叶绿体 外 膜 极 易 酸 损 ; 有 些 植 物 叶 细 胸 中 含有 某 些 内 生性 搞 制 物质 水 解 
海 、 氧 化 酶 等 ， 在 制备 过程 中 极 易 释放 出 来 破坏 叶绿体 的 结构 和 活性 。 因 此 ， 不 
是 所 有 的 高 等 植物 都 放 合用 来 分 离 和 制备 计 绿 体 。 

RRNA GARRET, Hea Re), AL 
"E ABBE e AAR BE tee PR XS EAR EP Ee, AS OP ROR / Be RR, 
TPR AS AK. Sb, ER, MR, KERR DRS 
WHOM. ARISE ERS, GRR RA A RIO SD 
FE, ~ RRA AA ALP, AAR Re ER OSS 
BOGE Sd BS E ET SR IR AIR ACA GRAD PRG Af IG AK AR B5 BR BR 
HERS RT E aaa. Gk PPT, BTR RAE, RERE 
Pa esa EP EA) a aS - - Ee BA, 
得 到 完整 叶绿体 的 产 甚 较 高 。 从 分 离 的 原生 质 体 中 制备 叶绿体 的 缺点 是 较为 费 
时、 昂贵、 是 总 产 引 较 低 。 下 面 介绍 以 藏 芋 叶 为 材料 分 离 和 制备 叶绿体 的 方法 。 


1. 操作 程序 


1) R2~3¢g MARR, EHRE RAAKA, MARAKE 

次 。 

洗 净 的 叶片 在 0 一 4 冰 夭 中 放 算 4h AA GEA, HiB att HAR, 

HERA THE )a 

BUST BYE, HET TERR EAGER CRETE), Mie Ge 

Air be RA ea, TRE, RA, Bo 

WED ALAR 2) RE, RE SRO. (RRB PA. LOE 

0.33 mol/l, EDTA 2mmol/L; MgCl; 1 mmol/L. #06 LES 2 mmol/L, 

K; HPO, 0.5 mmol/L, NaPO 5 m mol/l., Hepes 50 m mol/L, pH7.6 

UB 1 mol/L NaOH 调节 )。 所 有 的 药品 均 需 分 析 纯 级 。] 

MARELLI (40, 300g 离心 30s) 除去 完整 细胞 、 细 胞 核 以 及 石英 砂 

等 。 

300g 离心 的 上 清 液 倒 到 男 ~ 离心 管 ， 在 4, 1500s 离心 2min, MPRA 

天 部 分 在 这 次 离心 中 沉 演 ， 倾 去 .上 清 液 即 得 人 叶绿体 沉 容 。 

6) REBATE BH (如 叶绿体 制备 液 ) 悬 译 叶 绿 柱 。 

7) 测定 最 滩 液 中 叶绿体 浓度， 叶绿体 浓度 可 用 叶绿素 会 世 表示 。 一 般 叶 绿 
ARK EH ET AO. ime 叶绿素 为 宜 。 叶 绿 素 浓度 测定 方法 如 下 ; 
He SOml WSRKARIZ IR, AF 20ml 80% HA, BORE, LAR 
在 分 光 光 度 计 652nm (56% tom) RK PB, WH REEL V 
100/g B! Au SRA RET eR HE Cmg/ ml). 
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M 
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á 
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2. 注意 事项 


1) 以 上 拘 作 从 步骤 2 开始 都 应 在 低温 4C 条 件 下 进行 ， 所 用 的 器 焉 、 试 剂 
也 都 应 在 4 已 冰箱 或 冰 水 中 预 冷 。 操 作 要 求 尽 量 迅速 ， 温 庆 较 高 和 操作 
时 间 过 长 都 会 导致 叶绿体 完 亲 性 的 破坏 和 活性 的 损失 。 

2) 介绍 的 只 是 一 种 比较 简单 的 叶绿体 分 离 和 制备 的 方法 。 不 同 制备 方法 所 

末 用 的 叶绿体 制备 液 的 成 分 往往 不 同 ， 如 缓冲 系统 ，Hepes 是 近 几 年 采 

用 的 优良 的 缓冲 系统 ， 也 可 用 Tris-HCI., Tricine, 父 酸 缓冲 系统 等 。 维 

持 渗 透 太 的 物质 除 用 山梨 糖 醇 外 ， 也 可 用 巷 禧 、 甘 露 糖 醉 、NaCl 等 。 市 

抗坏血酸 ， 焦 楼 酸 盐 往往 不 如。 根据 不 同 实验 日 的 有 的 还 加 含 厂 和 氮 基 的 

化 合 物 ， 如 统 基 乙醇 2- 硫 苏 木 醉 等 。 

用 以 上 介 给 的 方法 制备 的 叶绿体 约 有 60% 一 70% 左 右 保 持 完整 的 外 膜 结 

构 ， 其 中 也 混 有 破碎 叶绿体 和 其 他 细胞 成 分 。 因 此 ， 返 几 年 也 有 人 用 较 

温 利 的 细胞 破碎 方 法 ， 如 以 脱 去 细胞 上 的 原生 质 为 材料 分 离 叶 绿 体 ， 这 

样 可 减少 细胞 破碎 过 程 中 叶绿体 外 膜 的 破坏 。 也 有 人 采用 密度 梯度 离心 

方法 进一步 纯化 呈 绿 体 。 但 这 些 方法 操作 繁复 ， 操 作 峙 间 过 长 ， 会 降低 

叶绿体 的 活性 ， 还 有 待 进一步 改进 。 
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五 、 细 胞 核 


细胞 态 由 核 膜 包 襄 ， 包 含有 核 基 因 ， 是 基因 表达 的 场所 。 为 了 开展 细胞 和 壕 
传 方面 的 研究 工作 ， 需 要 制备 大 贡 的 、 有 一 定 生物 活性 的 细胞 核 制 剂 。 在 大 多 数 
细胞 类 型 中 ， 由 十 核 膜 与 内 质 网 的 连续 性 及 细胞 核 表 面 与 细胞 骨架 之 间 的 连接 等 
原因 ， 细 胞 核 是 被 男 定 于 细胞 中 的 。 细 胞 核 为 一 致密 细胞 妖 ， 与 共 他 亚 细 胞 器 不 
同 ， 在 高 心 时 能 容易 地 道 过 浓 黄 糖 溶液 。 因 此 ， 可 以 分 离 到 比较 纯 的 细胞 核 。 在 
对 核 蛋 日 质 组 的 研究 过 程 中 ， 人 们 常用 葵 糖 密度 梯度 离心 对 核 进行 纯化 中 ， 但 
在 核 的 纯化 过 程 中 也 存在 一 些 难 题 。 首 先 ， 一 些 大 的 线粒体 与 细胞 炉 具 有 相同 的 
物理 密度 ， 常 无法 用 密度 梯度 离心 将 它们 区 分 而 造成 核 蛋 白 的 污染 ， 同 时 细胞 骨 
架 蛋 日 与 核 蛋白 的 共 纯 化 问题 也 很 难 避 免 ， 因 为 细胞 核 与 细胞 骨架 是 紧密 相连 
的 。 为 了 减少 细胞 骨架 蛋 已 对 核 的 粘连 ， 可 以 末 氧 钒 核 并 复合 物 处 理 匀 浆 后 的 细 
胞 核 C90。 其 次 ， 细 胞 核 中 含有 大 量 的 核酸 ， 在 蛋白 的 提取 和 分 离 过 程 中 它们 会 
产生 很 多 问题 1 1， 从 样品 中 去 除 核 酸 污染 的 最 常用 的 方法 是 将 样品 同 能 与 核酸 
形成 复合 物 的 底 物 〈 载 体 两 性 电解 质 或 碱 性 多 胺 化 合 物 如 精 胺 ) 衣 育 ， 再 通过 超 
速 离心 将 这 些 复 合 物 与 核 分 离 。 最 后 也 是 最 难 解决 的 问题 就 是 疏水 蛋白 的 丢失 ， 
通常 人 们 采用 较 强 溶解 能 力 的 裂解 液 来 溶解 核 蛋 白 。 

完整 的 细胞 核 可 以 从 组 织 或 医 浮 培养 的 细胞 中 分 离 到 。 肝 胜 来 源 丰 富 、 价 格 
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KR. dWucrAmau E uiieluTRE. AMARC AER, REAM 
肝脏 中 分 离 细胞 核 的 方法 是 由 Blobel /Potter (1966) MABE Ie}, 3p 
据 Cockerill / Garrard (1986) 的 方法 如 以 Bie ls 这 些 方 法 都 通过 裂解 细胞 后 
离心 来 分 离 细 胞 核 ， 


1. 操作 程序 


1) 


2) 


3) 
4) 


5 


-— 


6) 


7 


— 


8) 


AERE AE. EXIHHERE, BE. SMED MERATE, BETA Bh M fed mU 

冷冻 并 保 在 在 -807 PS HERE HB | aK. (FE, ORF BR, mE 

含 3 倍 体积 裂解 缓冲 液 [0.25 mol/L BEBE EAR), LOmmol/L. Tris- 

HCl (pH7.4). 10mmol/L NaCl, 3 mmol/L MgCh. 1 mmol/L DTT, 

l.5mmot/L. PMSF (Fin JA fT: NBI I00mmo/L TR pis tn] 的 

Web. RRS, ARSE REGS PAE, 

fie ae LA DUE EPR EL, OE 20g APE BEY tom 的 

小 块 。 

将 肝脏 碎 块 装 入 含 40mil〔〈 两 倍 体积 ) 裂解 缓冲 液 的 冷媒 杯 中 。 

将 大 约 30ml 这 种 肝脏 碎 块 和 缓冲 液 混 合 物 倒 入 和 葵 冷 的 组 织 研 磨 器 中 ， 进 

行 研磨 。 

检查 细 临 的 裂解 效率 。 

a. 将 研 麻 腔 放 到 冰 上 ， 昌 出 10 RAER, M 1ml RRR. 

b. 取 27d 稀释 后 的 裂解 液 加 到 载 琢 片上 ， 再 加 上 2.751 & 10pg/ml 
Hoechst 4E BLA) RARER hE, SRIEIH— 18mm? 的 1 € 3E BE OR RI 
E. Hoechst 染料 能 染 DNA, uf DA FER A neofluar WEA KB MIT 
HREH TAREHE, 

c. 比较 亮 的 DNA Ufa. cu RS -- USERS THES. EMR H, RES 
SIAR, Ff m RUB Nel, MMP RRS A Ke, iE 
RASC, FUR ERA TEA AIT An AD ARA Pee, RR 
解 细 胞 的 细胞 核 是 可 见 的 ， 而 在 相差 镜片 下 ， 它 们 明显 是 被 包括 在 细 
胞 内 部 。 

ad， 如 果 裂 解 细 胞 数 少 于 95%， 则 需要 吉大 推进 器 速度 ， 继 续 研 磨 样品 
5~10 1X, 

EIR HRA 4 EDT LEE AR, MIEKA, RS 

e liti -H 

裂解 剩余 的 肝脏 碎 块 ， 勾 浆液 道 过 滤纸 过 滤 ， 与 其 余 裂解 物 样品 混合 ， 

记录 得 到 的 裂解 物体 积 。( 果 该 方法 Wg 的 肝脏 勾 浆 大 约 可 以 产生 50ml 

的 裂解 物 .) 

同 离心 管 中 加 入 销 功 糖 深 液 和 裂解 物 (通常 了 7-9ml)。 加 裂解 物 时 ， 应 
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KERE PER ORAL, BRT, TE be 


oy 5; REBE AOR IPTE A o 
9) TEAM EBPDSLTP23000g, 4C BD 30min, SB EC STR DEERE 
RA Aine. 


10) "Ki bii, AOA 2m 裂解 缓冲 液 重 新 县 浮沉 淀 。 

11) 将 沉淀 的 重 项 泽 液 集中 到 -个 50ml HBR CP, TAE REED RE S. 50ml 
终 体 积 ，1500g 离心 Smin。 

12) "Rib Ei, SHAE SUERTE D m 的 裂解 缓冲 液 中 。 取 出 少 基 样品 稀 
FE 100 倍 后 在 血球 计数 板 上 计数 细胞 核 数 日 。 这 种 制备 方法 ARE 
8x 105 BY 20 x 10* 个 细胞 核 。 

13) 用 裂解 缓冲 液 将 祥 品 稀释 到 期 望 浓度 的 2 8, ARE TTE, Abi 
HSK, —80C RH. 


2. 注意 事项 


从 肝脏 中 制备 细胞 核 需要 考虑 的 第 … 个 问题 就 是 用 于 将 细胞 核 与 其 他 细胞 裂 
FERITE MER E RIRE: A BAT RE HP ELLE RE REGE GI 2 mol/L BRAK, 
而 小 鼠 或 仓 限 肝 胜 中 得 到 的 细胞 核 却 不 能 ， 分 离 这 些 种 类 的 细胞 核 时 就 要 采用 
1.8 mol/L RBA. BOMBS BH AA RI. 制备 过 程 中 使 
用 的 缓冲 液 会 影响 分 离 得 到 的 细胞 核 的 性 质 。 例 如 ， 用 含 Me 的 缓冲 液 分 离 的 
细胞 核 在 细胞 核 转运 实验 中 效果 不 好 ， 而 缓冲 液 中 含有 精 联 和 精 味 会 卸 制 细胞 核 
在 体外 的 裂解 ?;， 没 有 一 种 缓冲 液 适用 于 所 有 的 应 用 ， 对 于 某 一 实际 应 用 ， 可 
能 需要 一 个 “ 试 错 ” 的 过 程 米 找到 最 佳 条 件 。 第 二 个 通常 需要 考虑 的 问题 是 蛋白 
酶 解 作用 。PMSF 是 种 传统 的 蛋白 酶 抑制 剂 ， 在 使 用 前 加 到 所 有 的 溶液 中 ; MÀ 
而 对 于 某 些 序 用 ， 这 些 步 骤 还 不 够 ， 仍 需要 加 入 其 他 的 蛋白 酶 独 制 剂 ， 例 如 抑 和 蛋 
Aik, AMTRAK. RRL RH MEK Bal eH PRE 
Hi. £7 SW28 $8 (Beckman) 用 20g 肝脏 为 最 佳 。 这 就 需要 6 个 超速 离心 
管 ， 每 个 装 有 7 一 9ml 铺 在 约 30ml RRB REMARK, ETA 
中 装 更 火 体 积 的 裂解 液 ， 细 胞 核 会 陷 在 裂解 液 与 蔗 精 溶液 的 交界 处 。 如 果 一 定 要 
分 离 大 托 细 胞 核 ， 就 要 进行 重复 操作 和 或) 使 用 更 多 的 转 头 和 离心 机 。 但 一 定 
要 注意 ， 不 能 过 大 地 扩大 制备 规模 而 降低 处 理 速度 ， 因 为 这 样 会 增加 和 蛋白酶 解 作 
用 的 危险 性 。 也 可 以 从 较 少 其 的 肝脏 中 制备 细胞 核 。 这 时 就 可 以 用 较 少 的 履 钥 
液 ， 进 而 用 于 加 载 裂 解 液 的 装 有 芒 糖 溢 液 的 扇 心 管 的 数量 也 可 以 相应 左 少 。 如 果 
得 到 的 裂解 液 少 于 7ml， 就 需要 提高 点 糖 洲 液 的 用 量 ， 以 使 离心 管 达到 0096 83. 
充 ， 这 样 可 以 避免 离心 过 程 中 离心 管 的 破裂 。 
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3. 常见 问题 及 其 通常 的 起 因 和 解决 方法 


1) 离心 后 沉淀 中 的 细胞 核 很 少 。 
a， 可 能 细胞 网 解 不 充分 。 裂 解 效率 可 以 用 DAPI 或 Hoechst 进行 DNA $ 
色 并 在 相差 和 荧光 显微镜 下 监测 。 如 果 肝 赃 习 兹 后 歼 解 率 小 于 90%， 
就 要 伍 细 检查 上 肝脏 是 否 被 切 得 本 细 了 。 研 麻 器 利用 前 切 力 裂解 细胞 ， 
如 果 肝 脏 碎 块 太 小 ， 该 过 程 的 效率 就 会 降低 。 将 肝脏 切 成 Lom? 85 $5 
Kk, FCA A AS RF BS o 
b. BR T ESSE Os Pe EBT GE Amr. WR Ae II EUIS JE DA 
SRE, Rae RUA RI. RRR, EA 
制备 过 程 ， 可 以 确定 是 不 是 这 个 原因 。 
c， 殊 解 物 可 能 太 浓 ， 使 细胞 核 阶 在 裂解 物 和 功 糖 浪 液 的 交界 处 。 如 旧名 
浆 时 所 用 的 组 溃 滚 体积 少 于 肝脏 体积 的 2 倍 ， 就 会 出 现 这 种 情况 。 
d. 离心 管 中 加 入 的 裂解 物 太 多 。 每 管 不 要 超过 Wm, DJ 7— 8m 为 最 
佳 。 
(2) AAA AR iit ee MELT 8 RH E. 
I5] 458 P F ERT TRE REEF PRRECREEPRCORUR SEETI. ERA 
层 上 面 加 裂解 物 时 一 定 要 小 心 。 男 外 ， 离 心 前 平衡 离心 管 时 要 用 裂解 缓冲 液 ， 如 
果 一 定 要 用 注 巷 糖 深 液 ， 要 从 离心 管 侧 辟 加 入 ， 使 其 沿 离心 管 壁 绥 慢 流下 。 


第 二 节 细胞 器 的 组 成 分 析 


对 蛋白 质 组 组 成 的 分 析 鉴 定 是 蛋白 质 组 学 中 与 基因 组 学 相对 庶 的 主要 内 容 ， 
CER RAMU ROL, PARAM, BERR. I BER 
电泳 (2-DE)、 质 谱 (MS) 及 生物 信息 党 是 和 蛋白质 组 研究 的 三 大 技术 支持 。 
2-DE 用 来 分 离 复杂 样品 中 的 蛋白 质 ; 蛋白 质 的 肽 质量 指纹 谱 (PMF) 和 蛋白质 
数据 库 的 搜索 常 被 用 来 鉴定 从 2-DE 上 分 离 出 的 和 蛋白质。 但 是 ， 由 于 真 核 细胞 的 
复杂 性 ， 想 - " 步 鉴定 一 个 细胞 或 组 织 中 的 全 部 蛋白 质 几 乎 是 不 可 能 的 。 因 为 真 核 
WH BRERA ET RARER RAK, FARRAR, RMS 
SMEAR; KER: 极 大 、 极 小 相对 分 子 质 其 等 蛋白 质 的 存在 。 这 些 蛋 白质 
极 易 在 常规 的 2-DE 中 丢失 。 为 了 达到 分 析 一 个 组 织 或 细胞 中 的 全 部 蛋白质 的 目 
A, STE AT Eee FE Oe ANH CR, HEP 
大 分 子 结构 等 的 研究 。 

亚 细 胞 的 分 离 或 细胞 器 的 纯化 ， 为 蛋白 质 组 分 析 中 样品 制备 提供 了 一 个 有 效 
的 方法 。 这 种 方法 的 优点 在 十 与 细胞 总 重 白 相 比 ， 用 细胞 上 器重 蝗 作为 分 析 对 象 ， 
降低 了 样品 复杂 性 ， 而 且 细 胞 的 功能 单位 如 细胞 器 、 大 分 子 结构 或 多 蛋白 复合 体 
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详细 、 越 有 说 服 力 。 特 定 细胞 器 的 组 成 分 析 可 以 先进 行 该 细胞 器 的 分 离 ， 然 后 将 
提 得 的 细胞 器 溶 二 60— 10041 AY FEAR RAP [mol/L urea, 2mol/L thiourea, 
1% DTT, 2% CHAPS, 0.8% Pharmalyte (pH= 3 一 10)]， 之 后 以 12 000 g 高 心 
30min， 取 上 清 用 于 二 维 电 沪 的 分 离 分 析 用 ， 剩 余 样 品 鱼 存 于 -70C 1531。 当然 这 
种 方法 也 有 其 缺点 ， 如 为 了 得 到 足够 的 细胞 吉 蛋 扑 用 二 分 析 ， 需 蓝 比 较 复 杂 的 样 
品 制 备 过 程 ， 而 且 它 们 的 纯度 很 难 鉴 定 ， 可 能 会 有 其 他 细胞 器 污染 的 问题 存在 。 
国 此 ， 为 了 得 到 某 个 感 兴 趣 的 蛋白 的 准确 细胞 定 倍 ， 还 策 要 补充 其 他 的 实验 ， 如 
免疫 电镜 实验 或 免疫 荧光 实验 [20]。 目 的 蛋白 与 标签 蛋 和 的 过 表达 [1 (如 myc 
tag) 或 与 绿色 荧光 蛋白 的 融合 下 白 1221 在 细胞 中 的 定位 分 析 也 可 以 作为 蛋 折 党 位 
的 一 项 指标 。 如 果 贷 魏 过 表达 的 结果 仍 不 能 令 人 满意 ， 还 可 以 用 TAP 标签 的 方 
法 加 以 验证 [31。 此 外 ， 还 可 以 建立 一 个 感 兴趣 蛋白 的 缺失 体 ， 通 过 该 蛋白 功能 
ROU, WERT RAR ei, RRA LAT Hy 
型 的 存在 。 

我 们 相信 将 来 生物 信息 学 的 二 具 ， 如 预测 蛋白 质 亚 细 胞 定位 的 程序 将 为 直 昌 

质 组 的 研究 提供 很 有 价值 的 提示 。 用 计算 机 预测 蛋白 质 的 亚 细 胞 定位 将 更 有 利于 
高 通 晤 检测 蛋 电 的 需要 ， 并 将 成 为 新 重 白 锯 选 的 有 用 工具 。 目 前 生物 信息 学 中 有 

美 特定 细胞 器 蛋白 质 组 的 数据 库 还 正在 建立 ， 处 于 刚刚 起 步 的 阶段 。 

SWISSPROT 超 白 数据 库 现在 包括 269 PAR BRB A. 1B TEE HE, 

t AER ORAS MITOP we Sat, POBHEBHRAIEHEBDSAUASXX 
了 的 线粒体 蛋白 质 组 ， 特 别 是 与 人 类 线粒体 疾病 相关 的 蛋白 。 目 前 该 数据 库 共 包 
含有 225 PERI. Rabilleud AHA 3H pt 8 gE e. PARR PRA ELLA IE HR 
ike, Eu ose zd T Pp httpi// vrww-dsv. cea. fr/ thema/ Mitopick/ 
Mito2D. html), 其 中 有 53 个 直 白 质 已 经 通过 肽 质量 指 纹 谱 、N 端 测序 或 免疫 杂交 
得 以 鉴定 。 自 前 这 一 研究 还 没有 发 现 仔 何 新 的 线粒体 和 蛋白 ， 估 为 大 部 分 鉴定 的 蛋 
白 已 经 存在 于 SWISSPROT 数据 库 中 了 。 在 SWISS-PROT 数据 库 中 ， 有 1574 
BA ie CEP EAH, Taylor HE ER EH PR Ap Br TOC RET pl BUR) n Ar e p 
组 成 tj， 其 中 包含 173 PAV; SWISSPROT 数据 库 中 的 3s 个 蛋白 被 定位 

于 过 氧化 物 酶 体 ， 目 前 还 没有 纯化 后 的 过 氧化 物 酶 体 沾 听 质 组 数据 库 被 建立 。 
现在 已 有 946 个 人 的 核 蛋 白 存 在 于 SWISSPROT 数据 库 中 ， 足 以 显示 科研 
工作 于 对 细胞 核 重 白 的 重视 。 细 胞 核 蛋 白 专 门 的 数据 库 已 经 在 1993 4p irr US), 
2000 年 已 经 建立 了 一 个 专门 的 核 重 白 数据 库 ， 并 公布 于 网 站 (http:7A www. hgu. 
mrc.ac. uk/ Users/ Wendy. Bickmore/ npdintro. html}. 为 f W3EWILBOXS1 
白质 , BL60( Burkitt Lymphoma) £f 88 35 8 EE EL E LCS ABCA E, 
其 中 有 32 个 被 建立 , EX REAR H. RTA BADARABY REAR 
组 , 可 以 参考 人 肝 的 SWISS-2DPAGE PH iif, 该 图 谱 可 以 通过 EXPASY 的 服务 器 得 
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的 实用 性 ， 它 可 以 帮助 我 们 发 现 某 个 细胞 器 中 特有 的 新 的 通路 ， 此 外 ， 可 以 帮助 
我 们 更 为 详细 地 了 解 由 于 某 个 细胞 器 中 不 正常 重 白 的 表达 而 导致 的 疾病 。 目 前 亚 
细胞器 研究 中 发 现 的 新 蛋白 述 较 少 。 

到 目前 为 卡 ， 还 没有 对 已 鉴定 蛋白 的 可 能 的 炎 译 后 修饰 建立 数据 库 。 生 里 的 
翘 译 后 修饰 不 仅 对 蛋白 的 生理 功能 起 名 很 大 作用 ， 阁 县 这 种 生理 功能 很 难 从 蛋白 
的 握 基 酸 序 列 上 估计 出 来 。 所 以 我 们 相信 在 将 米 的 蛋白 质 组 分 析 中 恒 白 质 翻译 后 
收 锦 的 研究 将 会 逐步 受到 重视 。 现 在 许多 研究 中 ， 将 该 相 色 谱 与 普通 的 SDS- 
PAGE 结 侣 代替 了 单独 使 用 2-DE 来 分 离 重 白 的 方法 ， 尽 管 这 种 方法 避 开 了 难 溶 
蛋白 质 的 问题 ， 但 2-DE 同时 还 会 提供 等 电 点 及 分 子 质 量 的 信息 ， 这 些 信息 对 于 
蛋白 的 鉴定 十 分 重要 ， 更 为 重要 的 是 ，2-DE 会 将 同一 蛋白 质 的 不 同 存在 形式 分 
离开 ， 这 对 站 研 究 蛋 白质 翻译 后 修饰 有 重要 意义 。 随 着 重 白质 组 分 析 技 术 的 不 断 
提高 ， 我 们 相信 和 上浆 个 细胞 及 组 织 的 蛋白 质 组 组 成 的 分 析 终 会 实现 ， 而 将 蛋 握 质 组 
的 研究 与 细胞 生理 研究 相 联 系 则 会 使 我 们 更 为 详尽 地 了 解 细胞 的 功能 。 
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第 三 节 蛋白 复合 体 分 离 及 组 成 分 析 


蛋 日 质 是 细胞 生物 功能 最 主要 的 执行 者 。 几 平一 切 生 命 现 象 都 要 通 这 蛋白 质 
的 结构 与 功能 体现 出 来 。 有 效 功 能 的 实现 绝 不 是 单一 成 分 能 够 承担 的 ， 而 是 众多 
蛋白 分 子 共同 参与 、 作 用 的 综合 。 这 些 蛋 白 分 子 往往 作为 其 中 的 一 个 亚 单位 ， 各 
成 员 之 间 彼 此 相互 作用 而 聚集 成 大 的 蛋白 质 功能 单元 ， 共 同 完成 某 种 特殊 的 “使 
命 "， 通 常 将 这 样 的 大 蛋白 分 子 的 集合 称 作 “蛋白 复合 体 ” 或 “蛋白 机 器 ”pro- 
tein assembly, protein machine}。 细 胞 作为 蛋白 复合 体 的 集合 ， 犹 如 一 个 奇妙 的 
工矿， 依靠 这 些 绰 白 与 蛋白 之 间 精 细 、 完 备 的 相互 作用 ， 形 成 了 复杂 、 有 序 的 生 
命 活动 网 络 ， 从 而 使 机 体能 够 适应 千变万化 的 外 部 世界 。 这 些 组 台 遵 循 严 格 的 时 
空 控制 ， 具 有 高 度 协调 一 致 的 活动 组 分 ， 它 们 相互 依赖 ， 相 互 影 响 ， 相 互 制 约 ， 
共同 执行 某 个 战 基 一 类 生物 功能 ， 而 这 些 大 分 子 复 合 物 发 挥 作用 的 环节 往往 是 复 
杂 生 命 网 络 中 重 驰 的 检查 点 或 重要 的 调控 位 点 。 作 为 后 基因 组 时 代 蛋 白质 组 计划 
的 重要 课题 ， 世 界 上 越 来 越 多 的 研究 小 组 致力 于 蛋白 相互 作用 研究 ， 尤 其 是 对 蛋 
白 复 合体 结构 与 功能 的 研究 热潮 不 断 高 涨 。 具 有 代表 性 的 是 1998 年 生命 科学 权 
ANE CELL 第 92 着 以 一 系列 综述 的 形式 将 蛋白 复合 体 确立 为 一 个 志 新 的 研究 
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领域 ， 请 的 在 于 拘 讨 各 种 复合 体 结 构 组 成 、 秋 基 成 分 之 间 的 相互 作用 以 及 它们 在 
相应 重要 生化 潮 件 中 的 调控 机 制 ， 进 而 揭示 蛋白 质 相 互 作用 的 一 般 规 律 、 逐 步 丁 
解 细 胞 内 复杂 调控 网 络 的 概 狐 ， 力 争 发 现 有 价值 的 作用 形式 和 其 中 重 效 的 蛋白 敌 
Saf, Ute TRAE ERER., EARI) 相关 的 个 白质 组 基础 。 

RERA OMG, HITEH, ff 一 定 功能 提示 的 蛋白 复合 体 包 括 : 

1) 参与 基因 去 达 (Rc. WR) BRA RAK. Poth RGM 《topoiso- 
merasc), SHR B (polymerase), HEHE (spliceosome), Hilik (repli- 
some), IKK f$; 

BRAM ARR IAS A ME. 核糖 体 (ribosome), NAM BARA 
复合 体 (ER protein synthesis complex); 

3) IAW ERR CHE. E 268 蛋白 体 复合 体 ; 

4) BSA. 启动 caspase 级 联 的 复合 体 : 凋 1- 复 合体 apoptosome; 

5) 介 导 细胞 半期 调控 的 周期 复合 体 ，cyclosome /APC. SCF complex; 

6) ARITA E HERIR EIE: ageresome; 

7) 信和 号 转 导 复 合体 ，COP9 / JABI signalosome; 

8) 其 他 类 型 的 复合 体 : 如 ATP 合成 复合 体 (ATP synthesis complex), i 

体 (centrosome), SWI/SNF complex. BRAHAM. BABE, 
分 子 伴侣 复合 物 等 。 

与 独 让 的 蛋 11 质 作用 模式 类 似 ， 众 多 的 天 蛋白 质 复合 体 也 具有 高 度 的 “社会 
性 "， 它 们 在 生命 过 程 的 各 个 环节 中 几乎 无 处 不 在 ， 距 体现 了 责任 明确 ， 分 工 负 
责 ;， 又 充分 保证 了 囊 体 上 的 协调 一 - 致 导 高 度 统 --。 蛋 白 复 合体 之 癌 的 确 有 错 综 复 
杂 的 作用 次 络 存在 ， 比 较 典 型 的 是 由 若干 复合 体 所 构成 的 . -条 功能 连续 的 “ 主 
线 ” 一 一 即 正 常情 况 下 调节 网 胞 周 戎 的 cyclosome/ APC 与 信号 转 导 的 signalo- 
some、 玉 及 特殊 状态 下 参与 调 亡 过 程 的 apoprosome， 它 们 的 共同 下 游 事 件 是 将 所 
需 加 工 、 处 理 、 降 解 的 重 白 分 子 交 于 证 素 依 赖 的 重 白 酶 复合 体 来 执行 ， 它 是 这 些 
重要 生理 步 台 的 核心 环节 。 一 旦 这 一 共有 通路 被 阻 断 ， 就 会 导致 重要 生物 事件 的 
at. BROW BE Co, ear Re ETER] aggresome)， 从 而 引发 
疾病 如 疯牛病 等 )。 本 节 将 着 重 就 细胞 内 几 个 惧 有 重要 生物 学 功能 的 蛋白 复合 
体 的 研究 方法 进行 介绍 。 
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一 、 拼 接 复合 体 研 究 方法 
(—) 概述 
HE 1985 fF, Grabowski 和 Brody 等 (12 在 进行 体外 前 接 反 应 时 ， 通 过 甘油 
密度 梯度 沉降 (608) 鉴定 并 命名 了 拼接 复合 体 。 人 人 们 发 现 RNA 的 前 切 系 统 与 
核糖 体 一 样 巨 大 。 拼 接 复合 体 的 “组 成 列表 ”中 包括 5 个 小 核 RNA (snRNA) 
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白 器 。 它 们 都 是 耗 能 机 器 ， 但 都 不 需要 水 解 NTP 进行 基本 化 学 反应 ， 因 为 催化 
步骤 是 通过 两 次 转 酯 反应 实现 的 。 尽 管 装配 的 早期 阶段 是 非 能 量 依赖 的 ， 但 所 有 
B cr SR Reap RARE I NTP 的 水 解 。 与 这 些 步 骤 相 殉 合 的 是 : RNA 螺旋 的 
形成 与 月 解 ， 每 一 个 ATP 依赖 的 步骤 需要 一 个 或 多 个 ATP 酶 超 家 族 的 蛋 折 质 参 
与 ， 它 们 与 DNA 螺旋 酶 上 共存 序 判 相似 性 。 

对 于 由 spliceosome 所 驱动 的 基本 化 学 反应 ， 可 以 由 RNA 单独 催化 。 在 观察 
真 炉 重 白质 合成 机 器 时 发 现 ， 这 一 过 程 涡 要 耗 能 驱动 分 子 动 点 、 时 钟 和 启动 源 。 
由 于 拼接 必须 有 效 和 准确 ， 我 们 估计 ，aspliceosorme 同样 也 要 利用 上 述 装 置 ， 以 达 
到 高 速 和 准确 。 对 于 这 种 相似 性 有 一 种 普遍 的 但 未 经 证 明 的 假说 ; 拼接 体 成 员 通 
过 消耗 ATP 解 半 RNA。 新 近 证 实 ， 拼 接 体 “DexD/H box" ATP REPE H- -JP ji 
应 的 动 点 解 开 短 的 RNA ALAA, RNA 重 排 的 精确 性 表明 这 些 RNA 依赖 的 ATP 
酶 还 可 作为 时 钟 监测 拼接 的 步 骚 。 


(—) 研究 方法 
1. RNA 前 体 合成 与 体外 拼接 活性 实验 


以 帽子 起 始 方 式 ， 在 转录 同时 挫 入 XP 作为 示 踪 分 子 ， 在 体外 加 入 酵母 或 
HeLa 细胞 核 提取 物 、 代 谢 能 量 GUL. ATP) 以 及 离子 组 中 液 等 必需 成 分 ， 实 
现 拼 接 复合 体 在 体外 的 重组 1.21， 


2. 复合 体 握 取 、 纯 化 与 鉴定 


ERMA AR sl RR; 哺乳 动物 研究 主要 集中 于 细胞 水 
平 《以 HeLa 细胞 妍 究 最 为 多 见 )， 未 见 有 从 组 织 中 直接 提取 拼接 复合 体 的 文献 
报道 。 主要 方法 为 甘油 密度 梯度 离心 ， E n] LA FEL PECES HE BI HE G (Frendewey 
1985) RASH. Grabowski 在 1985 年 建立 的 提取 方法 至 今 已 发 展 成 为 相当 
BURN AE. BGR: 在 含有 10% — 30% 的 连续 甘油 梯度 中 加 入 约 125pl 的 
pre-mRNA， 以 40 000 r/min 超速 离心 3h, 分 成 约 20 个 56041 的 组 分 | 从 每 一 组 
分 中 取出 20l Peak, uETITP-cpm Cerenkov 梯度 谱 活 性 分 析 ; 并 取出 奇数 梯度 组 
分 经 纯化 后 ， 进 行 PAGE 电泳 分 离 和 Northern ZAAT, 


3. 生化 特性 、 组 成 成 分 与 相互 作用 分 析 


对 于 分 离 出 的 复合 体 成 分 可 经 亲 和 纯 化 后 ， 采 用 2-DE 分 离 (Shevchenko et 
al，1996)、 质 谱 鉴 定 以 及 数 握 库 检索 ， 了 解 其 蛋白 组 成 与 一 般 生 化 特性 发 功能 线 
RO), ERAT RAT: 
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(1) BEBE C Bt RRHH A 

iX AER B n WT SE ER EA aE FE B AR ER, m PEE snRNP 和 
SSPE EE RR EUH BOE HE Bg d. DL UR E E (E127 C] 1 88 VE FH HP 
广泛 的 采用 。Awasthi 等 研究 发 更， 哺乳 动物 70kDa 蛋白 作为 Ul saRNP 的 成 分 
之 一 ， 与 一 系列 迷 白 相 结 合 ， 通 过 又 杂交 获得 4 个 Ul-Snplp 相关 (Usa) HA; 
进一步 免疫 沉淀 实验 验证 了 其 中 的 一 个 削 白 为 已 知 的 拼接 复合 体 基 键 成 分 
Prp8p。 这 种 作用 上 反映 了 Snplp 及 U1 snRNP 在 拼接 复合 体形 成 晚期 的 一 些 新 的 
功能 和 在 调节 mRNA 前 体 (pre-mRNA) 的 组 成 忻 和 选择 性 拼接 方面 的 重要 作 
HA), Ambrozkova 等 利用 双 杂 交 获 得 与 拼接 因子 小 亚 基 U2AF (spU2AF23) C 
端 相间 作用 的 裂 殖 酝 母 共 调节 分 子 spSNW1， 与 人 类 共 调 节 分 子 SNWI/SKIP/ 
NcoA-62 直系 同 源 ， 将 这 两 个 相互 作用 的 绰 白 加 上 标签 后 在 裂 殖 醇 母 中 进行 表 
达 ， 用 核 提取 物 成 分 进行 COP 实验 也 验证 了 上 述 结 合作 用 。 提 示 了 这 些 转 录 
TS FEDER CRAB TREES, 

(2) PRHA Cimmunodepletion) 

这 是 分 析 蛋 白 成 分 功能 作用 的 一 个 较 好 的 方法 。Makarova 在 分 析 U4 / 
U6. US =I- snRNP BAW (人 类 有 了 两 种 : 65kDa fü 110kDa) 与 前 拼接 复合 体 
的 相互 关系 时 ， 村 闭 HeLa 细胞 核 提 取 物 中 的 这 两 种 蛋白 ， 可 以 附 断 成 熟 拼接 复 
RAVE RR, Feet bI T mRNA 前 体 (pre-mRNA) 的 拼接 ， 但 不 影响 U4/ 
U6.U5 二 元 ~ snRNP 复合 物 的 完整 性 。 在 加 入 重组 65kDa 和 110kDa HAE, tH 
接 复合 体 的 组 装 和 拼接 催化 活性 得 到 恢复 。 说 明 这 两 种 蛋白 在 将 U4/U6.US 三 
元 - snRNP 复合 物 招 莫 到 拼接 复合 体 前 体 上 起 关键 作用 ， 但 不 参与 三 元 -~ snRNP 
复合 物 稳定 性 的 维持 (中 。Ajuh 也 用 同样 的 方案 ， 利 用 抗 CDC5L 抗体 ， 在 体外 阻 
断 了 mRNA 前 体 拼接 产物 的 形成 ， 加 入 在 HeLa 网 驳 核 提取 物 中 纯化 的 CDC5L 
REMI, XTKE T mRNA 前 体 拼 接 活性 9 。 

(3) HEE ETE e c we e p 

通过 基因 删除 及 传统 的 分 子 克隆 技术 构建 目的 蛋白 成 分 的 缺失 或 突变 体 ， 可 
Tee KIB AE mRNA 前 体 拼接 过程 中 所 起 作用 的 大 小 、 作 用 的 时 相 及 发 生 
缺陷 时 所 导致 的 后 果 。Blencowe 小 组 采用 这 种 特定 的 缺失 方式 研究 了 两 种 拼接 
共 激 活 于 SRmi60/300 的 作用 ， 结 果 表 明 ， 缺 失 SRm300 并 不 阻 断 mRNA RIT HE 
拼接 ; 而 SRm160/300 联合 缺失 将 严重 影响 拼接 活性 ; 但 单独 加 入 重组 SRm160 
可 以 显著 提高 拼接 活性 。 这 一 结果 清晰 地 说 明 SRm160 可 能 在 SRm160/300 共 激 
活 子 中 作用 更 为 关键 ， 从 而 誉 清 了 这 两 种 核 基质 抗原 在 促进 拼接 因子 与 mRNA 
前 体 的 铺 合 这 一 重要 步骤 中 起 同等 作用 的 认识 01。 


4. 质谱 技术 


Labourier 运用 该 方法 结合 多 上 脉 片段 测序 和 数据 库 检 索 ， 确 定 困 蜡 拼 接 复 合 
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体 早期 成 分 UI snRNP 中 的 整合 分 子 为 70K. SNF. B. Ul-C. DI. D2, D3, 
E. 下 和 G 蛋白 。U1 -相关 内 在 激酶 活性 从 人 到 果 蝇 高 度 保 守 ， 体 外 实验 中 具有 
一 致 的 底 物 特 异性 !1。 另 外 ，Ajuh 通过 质谱 技术 鉴定 了 首次 纯化 并 县 一 定 功能 
提示 的 、 包含 CDCSL 人 类 非 sn 拼接 复合 物 亚 基 中 的 主要 蛋白 成 分 以 及 至 少 5 种 
辅助 蛋白 因子 31。 可见， 质谱 技术 的 确 是 蛋白 相互 作用 研究 中 不 可 或 马 的 关键 
FR, 


5. SHRI 


通过 对 snRNPWERO-MASSW. RNA-BAR CHM X 射线 衍射 晶体 结 
ABD or, PTCA TER mRNA 前 体 拼接 的 详细 分 子 机 制 、 了 解 snRNP 的 
URRETA, MAEA- EA., RNA -和 蛋 上 各 之 间 相 互 识别 的 作用 机 制 忠 。 

此 外 ，Newby 利用 液 和 NMR 光谱 检测 酵母 中 UZ snRNA 与 内 会 子 序 列 配对 
形成 的 二 褒 体 ， 来 了 解 分 支点 促进 识别 和 化 学 活性 的 结构 特征 。 通 过 在 保守 区 域 
BACRHRRERARY, FIRELOR AE, WU RRR 
产生 螺旋 外 定向。 由 此 改变 了 保守 区 U2 snRNA 的 结构 、 提 高 了 分 支点 序列 的 
稳定 性 ; 分 支点 腺 匠 酸 的 螺旋 外 定向 促进 了 拼接 过 程 中 对 这 一 碱 基 的 识别 0 。 


二 、 看 日 酶 复合 体 研究 方法 
(一 ) 概述 


对 于 蛋白 酶 复合 体 ， 其 实 我 们 并 不 陌生 ， 生 物化 学 的 研究 领域 中 很 少 有 像 重 
白水 解 酶 这 样 成 功 地 开发 应 用 于 临床 医学 及 产业 化 生产 的 。 早 期 的 该 类 生物 工程 
产品 是 微生物 和 植物 的 蛋白 酶 作为 去 垢 剂 和 肉 类 保鲜 剂 ， 而 最 重要 的 贡献 是 利用 
DNA 重组 工业 生产 出 组 织 纤 溶 酶 原 激活 剂 ， 从 而 为 心肌 梗塞 的 治疗 掀 开 了 革命 
性 的 一 页 。 近 年 来 涌现 出 的 若 于 最 有 价值 的 药物 是 能 够 选择 性 地 抑制 HIV 蛋白 
诲 以 及 血管 泽 张 素 转换 酶 的 蛋白 酶 抑制 剂 。 在 这 些 成 功 经 验 的 基础 上 ， 许 多 制药 
公司 现 已 着 手 研 究 开发 对 于 血液 凝集 、 炎 症 、 种 瘤 转移 、 病 毒 包装 等 病理 过 程 相 
当 关 键 的 蛋白 酶 的 抑制 剂 ， 以 期 获得 相关 疾病 有 效 褒 疗 的 新 途径 。 

FER AHS Ps E HY Re, HHT A KM SAKES 
物 一 一 26S 蛋白酶 体 来 执行 ， 并 依赖 共 作 用 因子 一 一 泛 素 提 供 高 度 选 择 与 精确 调 
节 。 在 哺乳 动物 细胞 内 ， 全 部 蛋白 在 不 断 进行 着 合成 和 分 解 ， 但 对 于 蛋白 质 个 体 
而 吝 ， 其 半衰期 从 几 分 钟 至 几 天 不 等 。 这 一 降解 过 程 具有 高 度 哆 择 性 及 精密 的 调 
节 。 它 最 关键 的 功能 之 一 就 是 迅速 消除 调节 蛋白 ， 例 如 控制 细胞 周期 转换 各 种 步 
又 的 细胞 周期 蛋白 中 11。 而 且 ， 在 不 同 的 生理 条 件 下 ， 蛋 白质 的 降解 速率 发 生 
非常 显著 的 变化 。 由 此 ， 蛋 白水 解 可 作为 时 钟 装置 通过 水 解 关键 虱 白 来 调 玫 基因 
表达 的 速度 并 经 生化 途径 及 其 他 细胞 过 程 等 予以 输出 01-51。 
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细胞 内 蛋 日 术 解 的 另 一 关键 作用 在 二 作为 质量 控制 装置 ， 选 择 性 地 破坏 那些 
BP RAR RET BA ae SH A. AAA RTE ne AoE 
将 预 降 解 的 重 特 如 上 底 物 标签 (证 素 化 )， 由 大 的 蛋白 复 人 台 体 一 一 26S 蛋白 酶 复 
合体 的 核心 一 20S 耿 复 合 物 来 执行 水 解 功能 ， 这 一 途径 是 经 过 严 客 调控 的 。26S 
蛋白 酶 复合 体 相 对 分 子 质 最 为 2.4MDa， 食 有 30 多 种 不 同 的 亚 基 (起 ， 比 典型 的 
WES COTRA 100 售 ， 而 后 者 的 作用 方式 如 “一 对 劳 刀 "， 将 生 自 多 肽 断 儿 为 两 
个 片段 。 与 之 相反 ，20S 的 蛋白酶 复合 体 (269 和 蛋白酶 复合 体 的 活性 核心 ) 是 一 
个 4 个 环 丧 成 的 中 空 的 隧道 状 结构 ， 包 会 多 和 恒 晶 艇 解 位 点 ， 如 “ 绞 岗 机 般 ” 将 非 
需要 蛋白 降解 成 碎片 。 真 校 佛 白 酶 复合 体 具 有 断裂 多 种 肽 刍 的 能 力 ; 在 其 6 个 活 
性 位 点 中 ，2 个 其 有 胰 北 乳 样 特异 性 ，2 TEE ERE PATE E, 2 caspase FF 
ME. BUCHER, TE ZT Ae, MARR RR OME 
PARAS AERC RE RES, 


结构 组 分 { 表 10-4) 


X 10-4 

Protein machine species MW constitute shape function 

barrel shaped/eytin- 

F.nkaryotes 2.85MDa — 208 proteolytic 

der-shaped 

265 core complex 
degrade Lib-protein to 

Proteasome 10-11 * 13nm 


oligopeptides 


| cap at one or both 
(31 submits) 198 regulatory 
ends of 208 


(PA7O03 complex, 


is activator 
208 Archuent md 

(14 copies 
Proteasome Hacteria nf each 

submits) 


真 核 细胞 20S HAMS A EHE 14 HARA, API a. BE 
X, BRERE SAAT, CREWS obo CANA HEIKE RET, BE 
两 个 e -外 环 和 两 个 8 -内 环 ， 所 有 的 水 解 活性 被 认为 存在 于 3 个 7B 类 亚 基 中 。 
ik He E EE dE [5] £d 1 — P AIRE (5 nm inp): 由 相 邻 前 两 个 8- 环 组 成 -- 个 中 央 和 腑 ， 
由 一 个 &- 环 相 -… 个 B- 环 组 成 两 个 外 腔 。 多 以 了 B 类 型 下 基 的 两 个 组 分 LMP2 和 
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LMP7 FAREA, Ted HERE AAW. CAA. a. PRAT 
ERKA: a EE AE RY N 端 延伸 部 分 〈20 一 30 残 基 ) ER, a 螺旋 CHO) 
跨 过 中 央 peandwich 顶端 ， 共 功能 目前 不 十 分 清楚 ， 伺 由 于 它 位 于 a 环 的 顶端， 
靠近 前 室 的 入 口 ， 表 明 它 可 能 对 底 物 的 转 位 必 重 白 酶 复合 体 和 其 调节 复合 物 的 相 
HAP AME Cte, 


(—) 研究 方法 
1. 提取 、 纯 化 蛋白 酶 复合 体 


(1) 直接 法 

自前 ， 和 蛋白 酶 复合 体 研 究 -个 重要 的 方面 在 十 探讨 瘤 症 晚期 晋 液 质 状 态 、 未 
Ay HPA BT. SOA BAW. WSL. CHIR, BAR 
ee ASW eR Se Re SE eee, PEERS, WR 
a SE RRA ER RR EL 10- 
4). EUK BUS SC MEE RS OF ERIE tH 097291. Faron SMA RAY 10 种 组 织 
的 粗 提成 分 中 分 析 了 5 ASE, AW RAMBO RHEE SUE 
映 了 复合 体 组 成 的 组 织 特异 性 或 其 调节 成 分 的 差异 ， 但 计 不 代表 吾 白 酶 复合 体 在 
不 同 组织 的 分 布 存在 差异 [1 。Piccinini 也 从 午 脑 中 获取 了 20S 和 26S 的 蛋白 酶 
复合 体 ， 并 对 其 结构 与 功能 进行 了 描述 31。 简 亚 来 说 ， 分 离 的 程序 包括 组织 
3k, ATRE, HPLC/FPLC. AEBGzÉ/Mono Q 层 析 法 、 甘 油 梯 度 超 速 
离心 等 。 

(2) 间接 法 

由 下 在 体 分 离 复 合体 的 步 又 相对 比较 繁 到 ， 有 人 则 单纯 以 20S 的 代表 亚 基 成 
分 LMP2 和 LMP7 作为 检测 指标 反映 蛋 和 酶 水 平 的 改变 情况 ， 来 分 析 附 加 因素 
与 蛋白 酶 复合 体 功 能 的 关系 。 如 Nelson 等 采用 免疫 印迹 法 和 免疫 组 化 法 检测 了 
内 毒素 (LPS) 作用 上 3d 后， 大限 组 织 GOD. B. NB. BN. PARAL) 中 LMP7 
的 表达 水 平 ， 发 现 LMP7 的 表达 均 有 不 同 程度 的 上 调 ， 提 示 机 体 在 对 感染 和 痰 
症 产 生 反 应 时 所 造成 的 器 官 功能 失调 ， 导 致 蛋白 酶 复合 体 活 性 的 增高 ， 这 与 在 
AOR, (RRR. Bt, BA) 蛋白 质 的 分 解 代谢 途 答 活 路 起 来 ， 提 供 氮 
基 酸 转化 为 葡萄 糖 以 提供 能 量 相 吻 合 [1。 


2. 分 离 、 整 定 蛋 白 酶 复合 体 组 分 


纯化 后 的 申 思 酶 复合 体 中 的 组 分 常 通过 2-DE、 质 谱 成 两 首相 结合 来 进行 监 
定 。 一 个 典型 的 例子 是 Verma 等 采用 大 蛋 白 复合 体 组 成 直接 分 析 法 (DALPC), 
通过 质谱 技术 ， 鉴 定 了 超过 24 个 蛋白 复合 体 中 相互 作用 的 蛋白 质 ， 其 中 包括 出 
FES 198 帽子 结构 的 一 个 新 亚 基 Yli21c (Daql)、 与 哺乳 动物 19S 帽子 结 
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(PA700) [BURG] ESE Ygr232w (Nas6). Cl ETABECEEIHsp70, Hsp82. Wize 3* 
化 酶 Ubp6, RIBERA. ATREO., MAAR BA. RNA INEA., fi 
导 转 导 蛋 白 等 [271 


3. 蛋白 酶 复合 体 活 性 分 析 


208 BARE GAR A 5 种 不 同 的 耿 酶 活性: RRA E ARE (Chel), HE 
BAM (T-L), RRB RE KOK (PGPH) 活性 、 支 链 氨 基 酸 优选 
(BrAAP) 及 小 中 性 氨基 酸 优 选 (SNAAP) 活性 ， 分 别 在 基本 濮 基 基 团 、 政 水 性 、 
酸性 、 支 链 、 中 性 握 共 酸 部 位 水 解 合 成 肽 。 在 提取 的 蛋白 酶 复合 体 或 分 中 加 入 相 
MARE, ARKO RM KER RRA ROA, me 
BBE ACE HK. Hob, BESLELULEE — P RY AME ORS USE EIE 
分 析 底 物 ， 而 且 它 在 不 同 组 织 中 的 活性 水 平 差 异 不 大 。 央 而 ， 以 [Uc] -PER 
蛋白 为 底 物 经 复合 体 降 解 后 ， 恰 测 三 氯 乙酸 可 溶 的 放射 同位 素 释 放量 ， 灵 敏 性 更 
高 ， 结 合 其 他 酶 解 分析 ， 合 结果 更 加 可靠 5]。 


表 10-5 EDMS SHREE 


Organ 


Muscle Liver thymus brain Pituitary epidermis Skin placenta 

Species 

Human + + 

Rat + + 十 十 

Bovine * t 

Porcine + 

Rabbit + 

Fish + 

Ovine t 

Lobster * 


=. ERARRAK 
(—) 概述 | 

细胞 通过 分 子 伴 倡 各 蛋白酶 复合 体 降 解 错误 折 秋 的 蛋 自 质 等 搞 制 集 诊 形 成 等 
机 制 ， 避 免 洲 在 毒性 京 集 物 的 累积 ， 这 种 集聚 一 旦 形成 ， 往 往 可 以 抵抗 蛋白 水 解 
并 和 集 缚 于 包含 体内 。 最 近 的 研究 表明 ， 在 动物 细 胸 中， 人 柴 认 蛋白 通过 达 因 蛋白 依 


藉 的 治 微 管道 向 转运 的 特异 转运 机 制 到 达 包 含 体 。 这 种 微 管 依赖 的 包含 体 排列 在 
* 224 - 


核 旁 或 核 周 区 域 {juxtanuclear/ perinuclear)， 被 会 波 形 纤 维 蛋 白 (vimentin) 的 中 
间 纤 维 所 包 绕 ， 称 作 aggresome (1988 提出 ) 。aggresome HERRI, JERS 
ARES BRE Ai RICH mR, FETE FI A SEE A vimentin 的 再 分 
dg, ERA RARER RB OR BO ER. aggresome 在 核 周 
MRRP IER Golgi EARR EEA ER, GE, ER-to-Golgi RAF 
运通 常 发 生 于 含有 aggresome 的 细胞 中 ， 从 而 支持 了 aggresome 形成 可 能 是 细胞 
针对 错误 折 谷 蛋 犁 存在 的 一 种 普遍 反应 这 一 假说 “31, 


(二 ) 功能 与 意义 


aggresome 的 形成 是 易于 集聚 的 错误 折 释 和 四 白 的 产生 超过 和 蛋白酶 的 降解 能 力 
时 ， 细 胞 所 作出 的 -一 种 普遍 反应 。 蛋 白质 在 细胞 和 细胞 外 的 聚集 往往 与 许多 疾病 
相关 ， 特 别 是 错误 折合 的 蛋白 质 在 合 有 江 直 的 细胞 质 包 含 体 中 识 集 ， 人 参与 了 包括 
老年 神经 退行 性 病变 以 及 系统 性 淀粉 样 变性 等 多 种 疾病 的 发 病 过 程 。 尤 其 要 注意 
那些 维持 细胞 蛋白 止 确 的 翻译 后 转运 的 残 基 ， 如 果 一 旦 目标 蛋白 的 这 些 残 基 发 生 
AARI E, SEARRE HE, MEERE EH aggresome 复合 体 ， 最 终 
导致 疾病 的 发 生 。 


(=) 研究 方法 
1. 定位 检测 


采用 免疫 荧光 和 transmission electron microscopy CA ERR) 方法 证 实 ag- 
gresome 的 存在 ; 在 核 游 或 核 周 区 域 的 aggresome, UIE (ubiquitin) 染色 
定位 ， 并 含有 徽 管 蛋白 (tubulin) 和 vimentin, 


2. KEBE AHH 


dit iol E E RESTER E 46 $75 aggresome 的 形成 ， 提高 细胞 内 分 子 伴侣 Hsp70 
的 罕 达 可 以 减 小 细胞 内 的 集 豪 并 定向 于 和 蛋白酶 复合 体 。 转 导 Hsp70 HBB IH 
AHR., EIEI T aggresome 的 形成 ， 增 加 目标 蛋白 欧 降 解 。 共 转 染 GFP - 
耻 的 蛋白 片段 (HA my 标签 的 泛 素 ) 以 及 与 具有 特定 抗 蛋白 隆 复 合体 抗体 的 
共 定 位 实验 表明 :该 片段 可 以 招募 外 源 性 汉 素 和 牌 白 酶 复合 体 于 新 合成 的 aggre- 
some 中 。 在 转 染 的 293 细胞 和 (或 ) CHO 细胞 中 ， 过 度 表达 上 自 的 蛋白 或 应 用 和 蛋 
白 酶 复合 体 活 性 抑制 剂 ， 将 导致 稳定 的 、 高 分 子 质 量 的 、 去 垢 剂 不 溶 的 多 渗 素 
化 、 未 经 降解 的 目的 取 绰 白 的 聚 代 。 上 述 结果 体现 了 aggresome 与 蛋白 酶 复合 体 
Z [BI ER US 7901, 


3. ER WABI a S 


HAWES AME (nocodazole, TUNE) 前 解 微 管 ， 可 完全 中 止 目的 蛋白 片 
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BETA aggresome 内 的 集聚 ， 引 起 这 些 结构 扩散 至 细胞 周围 。 罕 变 目 的 蛋白 ， 
结合 蛋白 酶 复合 体 抑 制剂 lacatarysteine, 会 增加 aggresome 形成 ， 这 一 过 程 可 以 
被 nocodazole 344 A ATMA. TEAL Cin vivo) time -lapse 分 析 aggresome 动力 学 家 
Hj. xES HR FB Ha) o HIE SR TERR DUBIE IL MTOC Nine Fu ek A a E 
aR GFP-250 可 促进 aggresome 有 形成， 同时 伴 有 中 间 纤 维 蛋 和 白 vimentin 的 再 
分 布 ， 以 及 蛋白 酶 复合 体 及 Hsp70 和 分 和子 伴 侣 家族 的 伴侣 下 白质 的 招 幕 。P50/ 
dynamitin 的 过 度 表 达 可 以 促使 达 央 动量 外 复合 体 的 解 离 ， 显 著 地 抑制 aggresome 
的 形成 ， 表 明细 胞 上 征 肉 “ 微 本 端 指导 的 马达 活性 ” (minus-end-directed motor ac- 
tivities) 是 aggresome 形成 所 必需 的 [0311。 


四 、 凋 亡 复 合体 研究 方法 
(--) 概述 


油 亡 这 一 进化 上 保守 的 这 程 对 二 机 体 在 发 育 过 程 中 胀 胎 形成 、 医 定形 态 改 
变 、 去 除非 需要 细 驳 、 维 持 组 织 的 稳 态 其 有 十 分 关键 的 作用 ， 一 所 失调 ， 将 会 导 
致 多 种 疾病 。 凋 T :所 引起 的 细胞 死 亡 荐 以 程序 性 和 执行 性 为 特征 的 ， 通 过 激活 -- 
20-4 DOA AR / NERO ES ES (caspases) 引发 一 系列 则 型 的 形态 学 变化 和 生化 改 
ag, Sy caspases [92] pi RS e c AE Tb GEIER RETA, BABA KR 
割 后 激活 。 目 前 已 鉴定 出 14 种 caspases， 叮 将 它们 分 成 两 太 类 ， “起 始 Cinitia- 
tor) caspases”, "JM caspase 8、9、10， 具 有 长 的 前 体 结 构 域 ， 可 以 直接 或 间接 净 
活 的 “效应 (effector) caspases”, A caspase 3, 6. 7, @ A SM Ay ie AA TAR, 
“起 始 Cinitiator) caspases” MIM id A E EIE a nu pk £s PAIS 43 caspases 招募 结构 
XX (CARD) 或 接头 分 子 的 死亡 效应 子 结构 域 (DEDs) 发 生 相 互 作 用 而 形成 的 
分 子 复 合体 。 因 此 ， 细 胞 内 存在 两 种 不 同 的 负 亡 信号 通路 : 一 是 通过 caspase 8/ 
10 控制 的 CD95 (Fas/APO-1) 受 体 介 导 的 细胞 死记 ， 形 成 死亡 诱导 信号 复合 体 
(DSIC); 二 是 死亡 信和 写 刺激 线粒体 释放 cytochrome c (Cyt-c) 并 激活 caspase 9/ 
Apaf-1/ cytochrome c 调 亡 复合 体 ， 从 而 引发 一 系列 caspases 级 联 反 应 ， 最 终 将 细 
Ra Spip o Do, 

VAL S HE (apoptosome) 是 一 种 舍 有 Apaf-1 (apoptotic protease-activating 
factor -1 ), Æ ATP/dATP f! Cyr-c TÉ TE Pb f ÍLBI caspases 激活 、 痉 体外 重组 形成 
8225 1.4MDa 的 大 分 子 复合 物 ; 而 栖 内 内 源 性 的 活性 apoptosome 则 为 约 700kDa 
的 复合 物 5521。 作 为 线粒体 油 疡 途径 的 一 个 关键 调节 子 ，Apaf-1 是 首先 在 哺乳 动 
物 中 被 发 现 的 接头 分 子 ， 分 子 质量 约 130 kDa， 其 在 线虫 中 的 同 源 物 为 CED-4。 
它 由 三 种 功能 域 组 成 ，DN Ni caspase 招募 结构 域 【CARD) 可 与 前 caspase 9 4 
HE; QCED-4 EKR ERA ET SERE (E. OC 端 上 共有 WD-40 重复 序列 的 调 
PR, Waa CARD 和 CED-4 Miz, ICH, Cyt- 和 dATP 消除 了 
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WD-4038 SF uU f dE HE HH, E Apaf-! TARER fb. B8 RI TL IET DEOS BT 
caspase 9, Lauber 等 发 现 不 同 的 刺激 信号 诱导 caspase JP SAY Apaf-1 RA, WA 
位 点 发 生 在 N Sin fas IKEE CARD HI 螺旋 所 形成 的 84 kDa 的 片段 。 另 外 的 断 
Bi y WD-40 重复 序列 ， 使 p84 在 cytochrome c 缺乏 的 条 件 下 也 可 以 发 生 自 
BEL, WHR 440 kDa Apaf-1 ERIE, Hi T CARD MRHAR, FR p84 多 
聚 体 缺少 caspase 9 或 其 他 caspase 的 活性 。 因 而 ，Apat-1 的 断裂 可 能 是 加 工 后 的 
caspase 从 apoptosome PEAK ILE AURAL! 


1. apoptosome © caspase 级 联 


TESh AAT Ss AS T, AOR AR PEA OE GS Cyt-c 释放 至 细胞 
桨 ， 结 合并 激活 Apaf-1, 从 而 使 线粒体 外 报 伤 与 caspase 激活 机 制 偶 联 起 来 。 
Cyt-c 与 dATP 或 ATP 结合 ， 通 过 NB-ARC 结构 域 形 成 一 个 大 的 Apal BREA 
《推测 为 一 个 十 聚 体 );， 问 时 暴露 CARD 结构 域 ， 与 caspase 9 前 体 的 N 端 前 结构 
M CARD 互补 区 相互 作用 ， 遂 过 引发 靠近 效应 ， 邻 近 的 前 caspase 9 ME DRAB T. 
发 生 水 解 ， 产 生 典 型 的 激活 caspase 群 的 大 小 亚 基 ("2 。 活 性 caspase 9 结合 
Apaf-1 FRIE, AEW ZIHR S AI caspases, MAR- :个 效应 子 ， 断 烈 并 激活 其 
RÉI F caspase 分 子 ， 上 一 系列 诱发 细胞 发 生 闹 亡 的 底 物 蛋白 。 基 因 吻 除 技术 
在 鼠 和 果 蝇 中 的 体内 研究 试验 表明 ，Apaf-l 在 多 种 信号 市 激 诱发 凋 亡 的 过 程 中 起 
着 关键 的 作用 1, 


2. 接头 分 学 的 种 类 (39 10-6) 


* 10-6 
Unique family of caspase 种 区 m 作用 
activating molecules 

N-terminal CARD 与 CED3 酶 原 的 N lai CARD E $h 
He wp { caspase recruitment RHA, HA CED3 水 解 成 为 天 小 
CEDA (c i ; ; dornain) TEA RRR CB ER ER 

z . elegans 
» followed by NB do- f£), LL ATP PIT RUETTA Se 

eta te 

nematode main R, FERRNA REEF, 


(nucleotide-binding) RGR HT SRR EE BE EA 
与 CED4 850 SKE. Apaf-1 的 NB- 


NB-ARC domain fam- 
ARC 会 有 多 WDEHRR, £54. 
Human and other ily ( Apaf-1/R genef 


Apaf-1 . paf1 的 自我 指 制 ， 使 之 处 于 -种 
mammals CED) 或 NACHT . . - 
domai ARS Tey, TEARS, BT 
Oman, 5 Cyce f£& 
R genes Plants A family of ATPase 与 抗 病 相 关 
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3. Apoptosome 中 的 重要 组 成 分 子 { 表 10-7) 


表 10-7 
species constitution/ subunits function 
Metazoan three core components 
cells intertningle in a ternary complex 
CED-3 CED-3 kili cells 
CED-4 CED-4 
CEn-9 CED-9 protect cells From death 
Mammalian — EGLI EG1-1 induce cell death by 
Cells caspase 9 disrupting apoptosome 
Apaf-! interaction and represent a 
Bel.2/x1 primordial signal integrator 
(pre-apoptotic members? for the apaptsome 


(=) 实验 性 研究 


王晓东 实验 宇多 年 以 来 在 调 记 复合 体 的 研究 中 一 真 处 于 领先 地 位 ， 他 们 首先 
发 现 了 cytochrome c 在 线粒体 凋 记 途径 中 的 始 动 作用 ， 并 首次 克隆 到 Apaf 1 全 长 
基因 ， 这 就 为 他 们 进一步 对 调 亡 复合 体 的 组 成 、 功 能 研究 商定 了 坚实 的 基础 。 该 
室 已 有 多 篇 相关 文献 发 表 于 Cel, IBC. JCB 等 国际 核心 刊物 上 。 


1. 体外 实验 一 一 利用 纯化 的 重组 蛋白 进行 体外 重建 


(1) 表达 系统 构建 

eA PAR aE RK ASE (baculovirus expression vector) 构建 Apaf-1 选择 性 拼 
ERRER, TEREZ SOT 中 表达 经 过 修饰 的 重组 Apati BI GER E 9- 
His 标签 }， 可 经 Mono Q HEIER Nickel 亲 和 柱 或 传统 的 色谱 柱 进行 纯化 。 同 理 
还 可 以 得 到 His-pre-caspase 9 EEG, KOER E akg 35kDa 和 10kDa 两 
种 活性 形式 ; 随即 与 又 过 亲 和 纯 化 的 、5S 标记 的 前 caspase 3 yETINE fp, RA 
在 Apaf-1、 前 caspase 9、dATP 和 cytochrome 全 部 存在 时 ， 前 caspase 3 A Bb d$ 
被 活化 水 解 。 本 实验 代表 着 注 亡 复合 体 的 消 性 水 平 。 

王晓东 小 组 采用 上 上述 吉 达 系 统 获 得 凑 基 端 带 His 标签 的 一 组 Apaf-1 HA, 
通过 nickel 亲 和 柱 纯化 及 SDS-PAGE 分 离 后 ， 检 测 出 车 干 Apaf-1 拼接 体 ， 并 经 
3i RT-PCR 证 实 它 们 都 在 HeLa 细 胸 中 存在 。 在 这 些 选择 性 拼接 体 中 ，Apaf-1L- 
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WD13 具有 最 稳定 的 和 dATP 依赖 的 caspase 3 激活 活性 。 

(2) dATP/ATP 结合 与 水 解 

纯化 后 的 Apaf-1 与 oP 标记 的 dATP/ATP HAAS, iit nickel 亲 和 树 脂 
AARE (TCL) 分 析 后 发 现 具 有 放射 性 活性 的 核 背 酸 的 确 与 Apat-1 共 沉 淀 
FÆ, RH Apaf-1 确实 与 核 蔡 酸 相 结 合 。 有 趣 的 是 ， 与 之 结合 的 核 苷 酸 人 多 为 
ADP 或 dADP 而 不 是 dATP/ATP, 3X Di EH GM ELT RE GLK RT. A cy- 
tochrome c 共 旷 育 并 不 能 影响 核 苷 酸 的 早 台 与 水 解 。 采 用 非 水 解 形式 的 ATP 类 
(E ATPyS 与 dATP/ ATP, Apaf-l. B caspase 9 共 骨 育 ， 发 更 其 以 一 种 剂量 依 
BETAH BF caspase3 的 活化 。 从 而 证 明 与 dATP/ATP 结合 并 将 其 水 解 为 
dADP/ADP, XÍ Apaf-1 发 挥 功能 具有 重要 意义 。 

(3) caspase 9. Apaf-1 和 cytochrome c 的 相互 作用 

将 纯化 后 的 Apaf-1 CH His $R), B caspase 9 (不 带 标 签 ) 和 cytochrome c 
LAR MASSA, FKP RAK ASI Me So. LR 
Apaf-1 # caspase 9; 只 有 在 Apaf-1. dATP. cytochrome c HA RAHA SEIE 
中 将 它们 检 出 。 布 意思 的 是 ， 绝 大 多 数 caspase) (POA 35kDa 活性 形式 存 
在 ， 表 明 前 caspase 9 一 旦 与 Apaf-1 AMAR ARR. “RMR APR 
A Apaf-1, dATP 或 cytochrome c 时 ， 前 caspase9 仍然 存在 于 上 清 中 。 值 得 注意 
的 是 ， 一 些 经 过 加 工 的 caspase9 仍然 保留 在 上 清 中 ， 提 示 前 体 caspase? 一 经 加 上 
TEENA: Apat-1 释放 ， 而 且 无 论 dATP ffdEiERIE, cytochrome c 都 会 与 Apaf-1 
EIIE, 但 cytochrome c 的 沉淀 其 与 dATP 的 增长 相 一 致 ， 说 明 dATP 可 以 
稳定 cytochrome c 与 Apat-1 的 结合 。 

(4) WC BAK AEB AM (caspase 9* Apaf- L* cytochrome c). 的 形成 

采用 nickel 树脂 或 caspase 9 抗体 共 沉 淀 的 方法 发 现 caspase 9 TE cytochrome c 
和 dATP 存在 下 与 Apat-1 相互 作用 。 为 进一步 了 解 该 三 元 复合 物 的 生化 特性 ， 
在 dATP FERWER, Xuejon Arale RER at HIT (sizing column) 分 
离 复合 物 中 的 组 分 并 经 对 比 后 发 现 ; 无 dATP 时 ， 三 者 分 别 在 14, 16. 21 组 分 
处 出 现 ， 它 们 的 泳 动 速率 与 各 自 单 体 的 分 子 质量 标准 相 吻 合 ; 若 预 先 以 dATP 98 
育 ， 则 三 种 蛋白 只 在 组 分 11 处 出 现 ， 表 了 明 它 们 已 形成 了 大 的 复合 物 ， 此 时， 如 
果 对 前 caspase 9 进行 加工， 将 在 柱 上 出 现 两 个 峰 ， 第 一 个 峰 在 组 分 11 的 位 置 上 
出 现 ， 与 复 台 物 形式 一 歼 ， 第 二 个 峰 位 于 组 分 16 位置， 是 加 工 后 的 caspase 9 从 
复合 物 上 被 释放 市 来 只 41。 


2. 体内 实验 
(1) Ee tags 
REA RA ARO CSR GL RE RESE (ER ARX T ERE 
1.3mDa) FER ACRE BOE RETE IA. RIE REA HeLa 细胞 和 以 stau- 
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rosporine PE F D T2 8g ig, CEA A ER EE a, EA Apaf-1 的 抗体 
进行 SDS-PAGE. Western blotting 分 析 ， 在 正常 细胞 提取 物 中 Apaf-1 在 组 分 14 
峰 处 出 再 ， 与 其 砷 话 性 单 体 的 位 嘲 相 一 致 ， 在 笛 亡 细 胸 中 ，Apaf-il 移 向 组 分 11 
峰 ， 与 在 大 复合 物 中 显示 的 结果 一 致 [*1。 

(2) Apaf-1 HERR Ik ap HT 

Kelvin Cai 等 对 ATP 激活 的 细胞 提取 成 分 进行 分 析 发 现 ; 通过 分 子 截留 色谱 
kk, BT PROB UEE HL PE BEAT (16/60), did (26/60) High Prep 
S300 Sephacryl $1 PE RAT Superose 6 HR 10/30 FE (Amersham Pharmacia) 分 离 
PIAH A Apaf-l 的 复合 物 形式 ， 无 生物 活性 的 1.4MDa 和 有 生物 活性 的 
700kDa 的 汕 亡 复合 体 成 分 。 经 计时 间 依 赖 的 形成 与 活性 的 动力 学 分 析 发 现 ， 
700kDa 复合 物 在 dATP 激活 后 5min BARES, 而 1.4MDa 复合 物 要 在 20min 后 
才 达 到 高 峰 。 应 用 荧光 分 光 光 度 计 和 分 析 其 DEVDase EME CBM caspase3、7 前 体 )， 
在 dATP 激活 后 5min700kDa 复合 物 就 可 以 表现 出 较 遍 的 加 于 前 体 caspase 从 而 产 
生效 应 caspase 的 众 化 活性 。 与 之 对 应 的 是 ，1.4MDa 复合 物 在 所 有 淹 定 时 间 点 
上 都 没有 表现 出 活性 。 而 且 在 调 亡 细胞 中 ，700kDa 复合 物 占据 优势 。 从 而 推断 
这 种 700kDa 的 Apat-1 冠 诊 化 复合 物 是 洞 亡 复合 体 的 功能 活性 形式 [1。 


(=) 应 用 性 研究 
1. 应 激 研 究 一 一 分 子 伴 但 与 着 亡 复合 体 


细胞 应 滞 皮 应 可 能 是 通过 表达 热 濑 蛋 门 介 时 细胞 保护 效应 ， 十 扰 细 胞 济 亡 的 
发 生 。 由 应 激 上 所 诱导 的 注 亡 是 通过 线粒体 释放 cytochrome c, 5 Apaf-1 caspase 
形成 复合 体 ， 引 发 caspase 组 联 效应 而 实现 的 。 固 而， 分子 伴 但 (Hsp 家 族 ) 对 
于 油 亡 的 作用 日 益 受 到 重视 。 

(1) Hsp90 HWE 

Pandey 等 的 实验 研究 表明 : Hsp90 与 Apaf-1 ERARA, J hep t 
了 活性 调 亡 复合 体 的 形成 ，Hsp90 的 免疫 耗竭 造成 了 Apai-1 WAR; 阻 断 了 前 
caspase 9 的 活化 。 将 纯化 后 的 Apaf-1 如 入 Hsp90 免疫 耗竭 后 的 细胞 质 提 取 物 中 
重新 恢复 了 cytochrome c 介 导 的 前 caspase 9 的 活化 。 另 外 ， 用 多 种 DNA 部 损伤 
剂 处 理 细胞 可 以 解 离 Hsp90 与 Apaf-l 形成 的 胞 质 复 合 物 ， 进 而 消除 其 对 于 前 
caspase 9 活化 的 抑制 。 王 述 结果 是 分 子 伴 侣 参加 caspase 级 联 的 第 一 个 证 据 ， 并 
PRAT AY T. cytochrome c (KAS AAA RS E A FO, 

(2) Hsp 70 与 调 亡 

Saleh SEA Hi, Hsp70 Mit Apaf-1 的 CARD APRA ERE 
SAE CE iE EELA RRL a) 及 与 前 caspase 的 结合 。 由 此 ， 
他 们 提出 : 庶 激 细胞 和 某 些 肿瘤 细胞 可 能 是 通过 组 成 型 高 表达 Hsp70 调节 Apaf- 
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1 ASAE SEIN i UR TC PLAUT], Beere 等 却 观察 到 Hsp70 并 不 阻止 Apat-1 ERE 
化 、 也 不 结合 于 caspase MAUR, THREE Apaf-1 REA, Mik H caspase 招募 
mgr ed. HER Thee BA AH, 

(3) Hsp27 5 HAT? 

Concannon 等 发 现 ，Hsp27 可 以 抑制 cytochrome c 介 导 的 caspase 3 的 活化 。 
从 cytochrome c 激活 的 细胞 质 中 免疫 耗 询 掉 Hsp27 A, SRL caspase 活性 的 降低 。 
免疫 沉淀 Hsp27 产 牛 了 cytochrome c 和 前 caspase 3 MITE; 在 交互 实验 中 ， 
cytochrome c 和 前 caspase 3 的 免疫 议 注 也 可 导致 Hsp27 SA, RAR 
各 自 独 六 的 相互 作用 。 上 述 结 傈 显示 : Hsp27 道 过 捕获 六 截留 cytochrome e 和 前 
caspase 3 来 阻止 caspase 3 Wik, Wi, MB CWC REAM EMAAR RD 
&EBS RHEL 


2. 肿瘤 抗 调 亡 机 制 研 究 


和 蛋白酶 解 所 依赖 的 细胞 洋 亡 对 十 维持 机 体 的 稳 态 其 有 重要 意义 ， 一 愉 此 通路 
失 活 将 导致 肿瘤 的 发 生 。 因 此 ， 人 们 对 凋 它 复 合体 在 肿瘤 发 生 、 发 展 过 程 中 的 作 
用 进行 了 探讨 。 已 有 研究 表明 Apal-1 的 活性 与 肿瘤 测 亡 密切 相关 。Wolf 等 采用 
无 细胞 体系 比较 了 正常 卵 业 上 皮 细 上 胞 (NOE) 提取 物 与 10 种 卵巢 癌 细 胞 系 的 细 
AR BEAR oy, A LAP IA SIHR a Hd AY cytochrome c 依赖 的 蛋白 酶 活性 都 消 
失 了 。 抗 油 亡 细胞 系 表达 Apaf-1 和 caspase 9, 3, 7; 然而 与 NOE AHH RS 
Apaf-1 的 活性 。Apaf.1 A238 PTER Jal HT AES Apaf-1 活性 缺失 有 关 ， 但 他 们 并 
没有 检测 出 明显 的 Apat-1 抑制 剂 的 存在 或 Apal 异 构 体 的 表达 、Apaf-l 缺失 、 
降解 及 突变 。 这 些 研 究 提 示 调 节 Apati SUIS TE SE SN SAP A p>} REEL 
i 5573. X Sp ee SY] Bp Ted OR Tz Ee ETE (S n caspase3 激活 的 上 游 、 线 粒 体 
cytochrome c 释放 的 下 游 。Jia 等 发 现 人 类 白血病 细胞 系 K562、CEM、CEM/ 
VLB (100). A ELITS EEA HRAN IS ERR A A A J82 对 紫外 线 诱 导 的 油 亡 共有 不 同 
的 敏感 性 ， 而 对 凋 亡 的 敏感 性 与 caspase 9b 或 XIAP { 洲 亡 抑制 蛋白 ) 的 表达 或 
前 caspase 9 的 水 下 无 闫 。 这 一 途径 的 阻 断 可 能 是 Apaf-1 MSMR, FM Apaf- 
1 至 抗 痊 亡 细胞 中 可 以 增加 其 敏感 性 。 困 此 ，Apaf-1 的 缺乏 是 导致 白血病 抗 再 亡 
的 一 个 重要 原因 (i。 此 外 ， 测 亡 通路 中 的 重要 “效应 分 于 ” caspase3 是 肿 
FTAA ZAY, Friedrich 等 将 前 caspase3 和 caspase3 分 别 转 染 到 具有 
获得 性 抗 药性 (MTI/ADR) FL BUS AAR MCF-7 中 ， 使 之 过 度 表 这 caspase}, 
可 以 增强 其 对 化 疗 的 敏感 性 *1。 


3. Bcl-2 家 族 对 凋 亡 复 合体 的 调节 


Bel.2 蛋白 家 族 是 柚 亡 途径 中 非常 关键 的 土 游 调 节 分 子 ， 分 为 抗 油 亡 (ant 
apoptotic) 各 前 油 亡 (pro-apoptotic) 两 大 类 成 员 。 抗 省 亡 成 员 如 Bel-2、Bel-xl 通 
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过 抑制 油 亡 复合 体 的 形成 或 阻止 cytochrome c 及 AIF FRERE. 5 
ZAR AE, WIAA ad Bax. Bak DUREE COR DEDE SR EXE caspase MIECH 
抗 剂 中 释放 出 来 ， 并 通过 改变 线粒体 膜 的 通 透 性 而 有 利于 测 亡 因子 的 释放 ， 进 而 
引发 caspase 的 活化 。 因 此 ，Bel-2 REE A EE AACR PER SMM ERE 
亡 的 关键 所 在 [1。Apaf-1 是 这 些 pro-survival 成 员 的 重要 靶 分 子 ， 和 缺乏 Apaf-1 的 
细胞 可 以 抵抗 和 多 种 被 Bel-2 所 抑制 的 细胞 毒性 信号 。 然 而 ，Bcl-2 与 其 家 族 成 员 是 
否 直 接 控制 着 Apaf-1 的 活性 始终 是 县 而 来 闫 的 中 心 问 题 。 过 去 曾 认为 : 在 死亡 
信和 号 刺激 的 作用 下 ，HBcl2 和 Bcl-xl 通过 抑制 Apaf-1 MAMI T cytochrome c 由 
线粒体 释放 而 抑制 大 的 测 亡 复合 体 的 形成 。Hausmann 通过 对 Apaf-1 和 Bcl-2、 
Bel-x] 进行 亚 绍 胞 定位 进而 了 解 它 们 之 和 间 的 相互 作用 。 采 用 自制 的 Apaf-1 单 克 隆 
HARE ET A EPAR (Hela. MCF-7. 293T. COS-7, Jurkat 太 活 化 的 人 原始 
THAR) 中 提取 的 组 分 ， 并 进行 激光 共聚 焦 扫 描 显微镜 检测 后 发 现 ，Bcl-2 和 
Bclxl E ME 49 A ae Ee A Se, MAWE Apaf-1 在 胞 桨 中 含量 丰富 。 无 论 这 两 
种 pro-survival E A IRENA SIAC A ES, LAS Apaf-1 的 共 定 位 都 不 根 
一 致 。 随 后 用 免疫 金 标记 的 电镜 检测 以 UV 诱导 的 HepG2 细胞 油 亡 模型 ， 发 现 
Apaf-1 也 是 广泛 分 布 于 苞 桨 中 而 并 非 位 十 线粒体 或 其 他 细胞 器 内 。 另 外 ， 体 外 实 
验 表 明 ， Bel-2 和 Bcl-xl 不 能 抑制 外 独 cytochrome c 对 Apaf-1 的 激活 。 因 此 ， 根 
据 上 述 结 果 可 以 初步 否定 Bel-2 样 蛋白 通过 捕获 并 截留 Apaf-1 MACA HR 
说 ， 并 提出 Bel-2 的 抑制 作用 可 能 是 通 计 控制 活化 二 游 的 关键 事件 来 对 Apaf-t 进 
行 调节 而 实现 号 ] 。 


4. 两 个 凋 亡 通路 的 衔接 (crosstalk) 


DUXERIT Bcl-2 的 降解 代谢 十 分 关键 ， 这 一 过程 可 以 被 蛋白 酶 
卸 制 剂 所 阻 断 。 河 时 模拟 Bel-2 蛋白 在 MAP 激酶 位 点 〈Thr56、Thr74、Ser87) 
的 磷酸 化 也 可 防止 它 的 降解 。 因 此 ，Bcl-2 的 赔 磷酸 化 降解 可 以 排除 它 对 凋 亡 的 
Wm, # HOP caspase 级 联 的 活化 也 具有 放大 作用 。 由 此 我 们 也 可 以 看 出 Bel-2 作 
为 蛋白 昔 复 合体 和 调 亡 复合 体 商 大 通路 的 重要 交汇 分 子 将 二 者 有 机 地 联系 起 来 ， 
使 蛋白 酶 复合 体 不 仅 是 疯 亡 复合 体 下 游 细 胞 蛋白 溶解 事件 的 主要 执行 者 ， 而 且 还 
参与 了 对 确 亡 途径 的 负 调控 ， 从 何 使 整个 细胞 的 生命 活动 实现 高 度 有 序 、 协 调和 
统一 [511。 
最 近 的 许多 研究 表明 ， 死 亡 受 迟 介 导 的 凋 亡 通路 成 员 caspase 8 及 其 底 物 Bid 
在 特定 的 信号 刺激 下 ， 以 一 种 非 受 体 依 束 的 方式 被 激活 ， 提 示 在 这 两 大 凋 亡 “ 信 
号 璧 ”中 存在 着 明显 的 crosstalk， 使 它们 彼此 之 间 可 以 吸收 对 方 的 优势 。Tang 
等 发 现 至 少 在 一 定 的 细胞 类 型 和 一 定 的 条 件 下 ，caspase 8 的 激活 及 随后 Bid WR 
ERMS fo cytochrome c Jr MAT... Tt EYE tE caspase 3 的 参与 对 于 caspase 8 
的 激活 各 Bid 的 加 工 十 分 重要 。 尽 管 caspase 8 活化 并 非 cytochrome c Zr FRAT 
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途径 所 必需 ， 但 它 能 够 显著 缩短 作用 的 时 间 。 因 此 caspase 8 BORA A WT 
途径 有 助 于 放大 较 弱 的 死亡 信号 ， 以 保证 凋 亡 事件 能 够 在 特定 的 时 间 框 架 下 顺利 
pe. 

此 让， 在 TGF-B1 AY fE FI TF S SE EAT ot 8] PASE Sc ix DL 2E GR E EE TER 
crosstalk, "'GF-81 Wat 215 (KRG Rie SH. aR Kb, 
Freathy 等 在 利用 TGF-p1 i & BR APRS £n o UN T- Ae PE A fo A PE 
Apaf-1 SER ETE PX, 700kDa HHH E AiR LR caspase2. 3, 7. & 的 加 工 和 活化 。 
体外 采用 肝癌 细胞 握 取 物 在 dATP 的 参与 下 也 形成 了 700kDa AACE AIE, F 
招募 caspase3 和 7. JH E E Al SM RUE] (Z-VAD. FMK) MET dATP 刺激 下 
的 caspase 活化 ， 但 并 不 影响 Apaf-1 凋 亡 复合 体 的 组 装 。 同 样 地 ， 在 完整 细胞 
中 ， 全 重 门 酶 抑制 剂 阻 断 了 TGF-B1 TS E n ATO A caspase} H 7 HH, 
但 也 不 干扰 Apaf-1 CR GRAB EL MA Cain 也 观察 到 类 似 的 结果 。 从 而 证 
明了 这 两 大 途径 之 问 确实 存在 密切 的 联系 。 对 于 众多 不 同 的 济 亡 启动 信号 而 言 ， 
线粒体 / Apaf-1/caspase 活化 通路 是 共有 的 道 用 眉 行 方式 ， 在 整个 凋 亡 事件 的 调 
控 中 占据 重要 地 位 (951 


五 、 香 号 复合 体 研 究 方法 
(7) 概述 

COP9 (constitutive photomorphogenic) signalosome (CSN)， 称 作 COPS fà 
号 复合 体 或 含 ADI (jun-activation-domain-binding-protem 1) 的 信号 复合 体 ， 最 
DEM BTA TAR RAE SE ees PEEN, EEA 
REM iy DU, PEEL Sh, CSN 亚 基 的 序列 和 亚 基 组 成 
非常 保守 ， 表 明 它 在 高 等 真 核 生 物 中 具有 相当 保守 的 细胞 生物 学 功能 ' T, 
七 耶 鲁 大 学 分 于 、 细 欧 及 发 育 生物 学 研究 室 华 窗 科 学 家 对 兴旺 部 授 所 领导 的 实验 
室 在 信号 复合 体 的 研究 方面 始终 处 于 世界 前 列 ， 至 今 已 有 多 篇 文章 发 表 于 Cell 
等 生命 科学 核心 期 刊 [537 中， 许多 新 发 现 和 关键 实验 方法 的 建立 都 来 源 十 这 个 群 
体 ， 涌 现 出 这 一 领域 相当 一 部 分 的 研究 精英 。 该 实验 室 研 究 人 员 魏 宁 于 1994 年 
首次 于 Cell 上 报道 “COP9 信号 复合 体 蚌 一 个 介 导 拟 南 苏 光 控 发 育 的 新 的 信和 号 复 
合 物 "， 以 这 种 模式 千 物 为 对 象 由 此 拉 开 了 该 重要 复合 体 研究 的 序幕 [人 3。 德国 学 
者 Seeger 于 1998 年 采用 网 织 红细胞 裂解 系统 首次 鉴定 出 这 个 含有 JAB1、 相 对 分 
子 质量 大 约 为 450kDa 的 新 蛋白 复合 物 ， 并 基于 它 的 激酶 活性 ， 将 这 个 在 人 其 中 
ALY SWS COP 信号 复合 体 同 源 的 复合 物 命 名 为 “会 JAR 信号 复合 
体 "[51。 此 外 ， 以 色 列 研究 人 员 Chamovitz 在 特拉维夫 大 学 建立 了 植物 科学 研究 
室 ， 研 究 COP [EH uote sse tu SMA), ima 
Pal sr] E IA RAR BO BES "dU HB RR 
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合 中 心 ”将 我 国 这 一 领域 的 研究 与 进 界 接轨 i11 。 

信号 复合 体 由 & 个 不 同 的 亚 基 组 成 ， 依 据 哺乳 动物 复合 物 亚 基 的 相对 分 子 质 
Ht, dS S1 (57kDa) -S8 (22kDa) Y] (X 10-8). 1995 年 在 Cell 第 82 期 中 
报道 了 人 类 与 拟 南 芥 COPS X £r HE IS] DR HS IE E XA) S 1 (COPI FUS), 8 
(COP9)U?I, Rit, XEM G5 EGEA te TE S E HOD HA aA 
清 ， 直 至 近年 来 由 两 个 不 同 的 研究 小 组 分 别 实现 了 从 哺乳 动物 细胞 中 分 离 鉴定 出 
CSN 才 使 这 一 论断 得 以 确证 ( 表 10-9), Seeger 等 是 从 人 红细胞 中 制备 268 HA 
酶 复合 体 时 ， 作 为 污染 成 分 意外 获得 了 CSNISl， 并 随即 将 这 两 个 复合 体 成 功 地 
jk4 BRE M, Be ETE he Spdta 和 8 的 基础 上 559， 采 用 生化 方法 从 猿 
AARP Re RRA, FRADE AE 1 的 抗体 ， 道 过 免疫 亲 合 纯化 法 进一步 
证 实 了 它 的 组 成 (1 


表 10-8 信号 复合 体 亚 基 组 成 


Mammals Arabidopsis 
Subunit names MW names MW Homology : | Functional 
(kDa) (kDa) — Cidentity 96 ) remarks 
Sl GPS] 57 FUS6, COPI 51 42 Repressor of INK, AP 1 
32 Tripti St — 54 60 Nuclear receptor interacting Protein 
53 SGN3 46 — 46 46 一 
54 一 45 e 47 60 — 
55 JABL 38 AJHI 42 o2 AP-T coactivator 
AJH2 42 63 
S6 hVIP 36 — 36 50 cell-cycle regulator 
S78 — 3ü — 一 一 一 
57b v 3ü FUSS 27 32 — 
58 hCOP9 23 COPS 22 32 — 


表 10-9 dEcESBÉUIESE 


Mew Original nomenclature 
name e 一 r- ac - 
Arabidopsis Human Mouse Drosophila 8. pomb 
CSNt COPIL FUSG Seni. GPSI COPSI, Mfh DCHI Caal, Sgn 
CSN2 Subunit? Sgn, TRIPIS — COPS2 DCH2, Alien Sen 
Hatien 

CSN3 Subunit3 Sgn3 COPS3 DCH3 ? 

CSN4 COPS, FUS4 Sgn4 TOPSA DCH4 Sen 
CSNS AJHI, AJH2 Sgn», JABI COPSS, Jabl DX: H5 ? 

CSN6 Subunité Sené, bVIP COPS6 THÉ ? 

CSN7 FUSS Sgn? OOPS?a, GOPS% DCH? ? 

CSNB COPY Send, hCOP9 COPS DCH8 ? 
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(=) 研究 方法 
1. BERGE AT 


BMA RARER AA, BAY & RATER 
Ep, AVES GRATA SEROMA ON, ERROR 
Be, Li SER AE LH RCD, E/E TERR 
WES GLHRO C RWE AIH, £SBRBIXOIEGE GEH p38JAB1 作为 选择 
性 rLHR 结 台 物 。 以 此 为 前 提 ， 经 过 … 系 列 后 续 实 验证 明 p38)ABI 与 rLHR 前 体 
相互 作用 ， 人 和 促进 它 的 降解 151。Chauchereau 等 利用 酵母 与 哺乳 动物 双 杂 交 体 系 ， 
并 结合 pull-down 实验 ， 确 定 JABI 与 前 列 腺 素 受 体 (PR) 各 固 知 受 体 共 激活 物 
1 (SRC-1) 发 生 作 用 ， 并 稳定 了 PR-SRC-1 E G9, Chamovirz 实验 室 也 利用 
双 杂 交 实 验 发 现 盯 蝇 COP9 复 阁 体 中 蛋白 成 分 之 间 部 分 通过 PCI] 结构 域 发 生 作 
用 。 通 过 中 元 件 插入 【P-element insertion) 或 基因 缺失 法 破坏 其 中 -个 亚 基 成 
分 ， 导 致 在 幼虫 晚期 或 师 期 发 生 致死 性 改变 。 这 种 致死 改变 可 能 晨 各 种 基因 多 效 
性 的 影响 所 造成 ， 从 而 反映 了 COP 复合 体 在 动物 发 育 过 程 中 的 重要 作用 [5]。 

干扰 素 一 致 序列 结合 蛋 听 【ICSBP) 是 干扰 素 调 节 因 子 ORF) 家 族 的 成 员 ， 
在 介 导 小 鼠 抗 病原 感染 以 及 促进 髋 系 分 化 中 上 共有 相当 重要 的 作用 。ICSBP 插入 通 
过 与 其 他 因子 作用 而 发 挥 其 某 些 转录 活 隆 ， 合 之 能 够 结合 于 多 种 会 有 DNA 合成 
成 分 的 启动 子 元 件 。 这 种 特定 的 结合 通常 是 通过 特定 的 COOH 末端 称 作 IAD 
(IRF 相 鞠 结构 域 ) 介 导 。 为 拓展 对 于 ICSBP SHARE T, 
Cohen 等 采用 ICSBP-IAD Jg i$ 4H f xe B 细胞 cDNA 文库 ， 监 定 出 Trip15 (新 近 
被 确定 为 CSN 组 分 ，CSN2) 是 在 酵母 细胞 中 与 ICSBP 发 生 特 定 相 互 作用 的 因 
子 。 体 外 GST pull-down 实验 和 在 COS? 细胞 中 的 第 疫 共 沉淀 实验 均 确 证 了 这 种 
结合 的 存在 。 进 一 步 研 究 CSN 与 ICSBP 相关 性 的 体外 实验 表明 ，ICSBP 的 IAD 
内 部 一 个 独特 的 丝氨酸 残 基 被 CSN 磷酸 化 ， 而 该 磷酸 化 残 基 对 于 ICSBP 通过 
IRF-1 产生 抑制 活性 十 分 关键 。 这 一 实验 老 明 CSN 在 整合 导入 信和 号、 影响 ICS. 
BP 的 转录 活性 方 而 具有 重要 作用 !G] 。 


1. 免疫 共 沉淀 


Chamovitz 3:32 5€ M, SAB vp 4p s tb 88 3 E SES. COP9 复合 体 的 8 个 亚 基 ， 
TREK EID RoR Ri, EEA A COPS 复合 体 的 组 分 。 为 
进一步 研究 它们 之 癌 的 相互 作用 葛 定 了 基础 [ 呈 ]。 


3. 亚 细 胞 定位 研究 


这 是 确定 蛋白 问 相互 作用 的 最 可 靠 方 法 之 一 ， 只 有 它们 处 于 相同 的 亚 细 胞 区 
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fcompartment}， 才 有 可 能 实现 功能 上 的 狐 此 相关 。Seeger 在 1998 年 研究 CSN 
与 26S RA BRR A a RFE ARI, PPR RR EE Gmmunofuores- 
cence staining)》 上 反映 出 这 一 新 的 蛋白 复合 体 与 26S E ARER A AS E H aa 
布 ， 由 此 进 -… 步 探讨 了 二 者 在 调节 转录 活性 功能 上 的 相关 性 ! 沪 1。 信 号 复合 体 在 
所 有 植物 和 动物 所 有 器 官 中 都 可 以 检测 到 ， 似 平 在 拟 南 芥 的 花 和 栋 部 以 及 芯 的 胸 
B. Memes qo fre 5*7, CSN 的 亚 锋 胞 分 布 已 被 许多 研究 所 报道 。 在 植 
物 和 人 类 细胞 中 ， 采 用 SI s SS 亚 基 的 抗体 检测 出 明显 的 细胞 核定 位 154 瑟 的]。 
人 类 的 S6 (VIP) 也 显示 为 -~ 个 核 噶 白 中 。 另 一 方面 ，Sgn3 (83) 大 多 位 于 胞 
质 中 ， 特 别 是 围绕 在 核 的 周围 [51。 然 而 ， 只 有 Sl 和 SS 被 报道 仅仅 以 复合 体 的 
形式 聚集 。 因 此 它们 的 定位 形式 更 能 反映 CSN 的 状况 。 与 之 形成 对 照 的 是 ， 拟 
AA SHASTRA S5 可 以 以 复合 体 的 形式 以 太 游 离 单 体 的 形式 存在 。 由 于 氢 南 
JF S5 的 单 体形 式 大 多 位 于 胞 质 !(51， 那 么 对 细胞 内 一 个 给 定 的 亚 单 位 进行 细胞 定 
(BREATHER RAE Te RATA. 


4. 信号 复合 体 的 分 离 与 鉴定 059 


(1) 细胞 粗 提 物 

当 细 胞 生长 饱和 后 ， 以 PBS 洗涤 细 胞 3 X, gem HE, yas, MES ARD 
(UE HH HE (10mmol/L HEPES. pH 7.6, l.5mmol/L. MgCl, 10mmol/L 
KCl, 0.2% NP40, S$mmol/L DTT, 2mmol/L PMSF), 721 E URBE 3 次 ， 
VÀ AUC, 12000 X g 离心 10min, EH 0.2m 滤 腊 过 证 ， 然 后 通过 superdex 200 
gel filtration 过 滤 柱 (Amersham Pharmacia) 进行 复合 体 的 纯化 。 

(2) MHAR HER 

以 小 鼠 肝 及 为 例 ， 先 于 液 氨 中 冷冻 ， 用 上 述 低 沙 溶液 进行 匀 浆 ， 样 品 离心 2 
ik, BRABUS, EMELE, DRERI: (superdex 200 gel filtration col- 
umm) 纯化 复合 体 ， 收 集 洗 脱 液 ，1ml/ 份 ， 以 Microprep 10 concentration (Fil- 
tron) HE Strataclean beads (Stratagen) 进行 浓缩 。 具 体 方 法 是 : 0.5m) 组 分 加 
A 25ul Strataclean beads， 与 样品 混 与 10min， 与 非特 异 蛋 白 结 人 台 的 珠子 沉淀 下 
来 ， 收 集 上 清 ， 加 入 等 体积 的 SDS 祥 品 缓冲 液 ， 最 后 进行 SDS PAGE 以 及 标准 
蛋白 印迹 分 析 。 

(3) 信号 复合 体 的 大 量 生 化 纯化 

以 猪 脾脏 为 例 ， 将 190g 样品 加 入 250ml 提取 缓冲 液 (50 mmol/L Tris-HCl, 
pH 7.0, 1.5mmol/L MgCl, 10mmol/L KCi, 0.2mmol/L EDTA, 5% H iB. 
5mmol/L DTT, 2mmol/L PMSF) EL 3E F4 Bf H Fi] cocktail (Rocher) 进行 与 
X, RMA a 层 纱 布 过 滤 ，12 000g 离心 2 IX, BK 15min, LARA 
BEST, ARAM 12%, RAH, A'C HC ER 20min, 10 000g 离心 
10min, ÜLEM 120ml 缓冲 液 B (50 mmol/L, Bis-Tris pH 6.4, 1. 5mmol/L MgCh, 
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1ümmoV/L KCl, 0.2mmol/I. EDTA, 0.01% NP40, 100mmol/L NaCl, 1096 H 
WH, Smmol/L DTT, 2mmol/L PMSF) b AE EITEEI cocktail, 4 JE G 2h, 
IT 12 000g Bel 15min, 15 000g 离心 30min, LE ETÉ-F 300ml Q Sepharose 
fast flow column (Amersham Pharmacia), @ X AWH ASW 0.2 — 0. 4mol/L 
NaCl 梯度 的 缓冲 液 I (20 mmol/L Bis-Tris pH 6.4, 10% 甘油 ) 进行 尝 脱 。 随 后 ， 
以 0. 3mol/L NaCl, 0.15mol/L Na;SO, 进行 调整 ， 上 样 于 60ml Phenyl Sepharose 
high performance column (Amersham Pharmacia), LA iE I (10 mmol/L Bis- 
Tris pH7.0, 10% Hii) 进行 洗 脱 。 样 喇 调 整 至 含有 0.1mol/lL NaCl HONK FE 
10ml AF R Al FE (Amersham Pharmacia), LA O0.1mol/L Be Be £4 CpH?.0).、 
0.2mol/L NaCl 洗 脱 ， 同 样 以 缓冲 液 Ip 冲洗 柱子 。 随 后 ， 将 洗 脱 液 上 样 于 Iml 
Mono Q column (Amersham Pharmacia}, LA 0.2 — 0. 4mol/L. NaCl 梯度 的 组 冲浪 
1 洗 脱 ， 收 集合 复合 物 组 分 ， 用 Microprep 10 concentration (Filtron) 进行 浓缩 。 
最 后 ， 将 0.2ml 样品 上 样 于 Superose 6 gel filtration column (Amersham Pharmaci- 
a) 复合 物 洗 脱 速 度 为 0.3ml/jmin， 收 集 组 分 ， 每 份 0.5ml， 以 Microprep 10 
concentration A KEH Raa. LR BUE ER A B E HPLC 系统 监控 下 ， 在 
AC Scu x HIT. 
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第 士 一 章 蛋白 质问 连锁 图 的 建立 


第 一 节 酵母 双 杂 交 技 术 及 其 应 用 
一 、 妖 母 双 杂交 技术 及 其 历史 


EUA (yeast two-hybrid) 技术 是 体内 研究 重 白 质 相互 作用 的 方法 。 它 
利用 转录 因子 组 件 式 (modular) 结构 的 性 质 。 这 些 央 子 常 由 两 个 以 上 相互 独立 
的 结构 域 组 成 ， 其 中 有 DNA 结合 结构 域 (DNA binding domain， 简 称 BD) 和 转 
录 激 活 结构 域 (activation domain， 简 称 AD), 它们 是 转录 因子 发 挥 功能 所 必需 
的 。 分 别 与 BD 和 AD 融 人 台 的 两 个 蛋白 质 〈 称 为 “ 诱 饶 ” 和 “猎物 ")， 如 果 在 醉 
世 的 细胞 核 内 发 生 相 互 作用 ，BD 和 AD 相互 靠近 能 恢复 该 转录 因子 的 活性 ， 激 
活 报道 基因 的 转录 ， 从 而 使 些 养 缺陷 型 的 酵母 细胞 能 在 选择 培养 基 上 生长 或 具有 
其 他 可 以 检测 的 表 型 。1989 年 ，Fields 等 人 的 工作 标志 着 醉 母 双 杂 交 系 统 的 止 式 
建立 [1 。 经 过 十 余年 的 不 断 完善 和 发 展 ， 已 经 成 为 恒 白质 组 学 中 分 析 蛋 白质 则 
相互 作用 的 不 可 或 缺 的 工具 。 

最 初 的 酵母 双 杂 交 系 统 是 以 转录 因子 Gala 为 基础 的 ， 依 靠 招 莫 RNA ROS 
[激活 转录 ， 有 些 转录 激活 蛋白 厅 能 用 此 系统 分 析 。 因此，1997 年 由 Marsoliter 
等 人 发 展 了 以 RNA RSE PSM MAS, RRS RAH 
AERC I ROSH, CAPRNRMER. CHARS, ROMO RY 
的 报道 基因 SNR6 的 启动 子 被 修饰 ， 其 中 包含 一 个 Gal4 结合 位 点 ， 有 利于 Gal4 
融合 的 诱饵 结合 于 SNR6 启动 子 。 猫 物 用 待 分 析 的 蛋白 质 与 TF ILC 内 地 的 c138 
亚 单位 融合 ，r138 亚 单位 能 招 莫 褒 合 酶 全 转录 机 器 的 其 他 成 分 。Gal4 融合 的 诱 
HA r138 亚 单位 融合 的 猎物 蛋白 质 相 互 作用 导致 素 合 酯 四 反应 的 SNR 报道 基 
因 的 转录 。 

CAA EMM RRS ARE SUELO, RAE EH 
位 点 以 及 影响 蛋白 质 结合 、 解 离 的 内 素 成 为 新 的 研究 热点 。 因 此 ， 人 们 发 展 了 反 
向 双 杂 交 系 统 (reverse two-hybrid system), 可 以 从 大 量 的 突变 体 中 直接 饰 选 出 
导致 蛋白 质 间 相 十 作 用 减弱 或 消失 的 突变 位 点 。 它 的 原理 在 于 构建 一 种 反 向 第 选 
的 报道 基因 ， 蛋 白质 间 相 互 作用 激活 报道 基因 表达 ， 使 细胞 不 能 存活 。 内 此 ， 当 
两 个 相互 作用 的 氮 白 质 由 于 某 种 闷 因 不 理 相 互 作用 时 ， 细胞 才能 存活 下 来 。 常 用 
的 反 向 第 选 的 报道 基因 是 URA3， 它 的 基因 产物 为 屎 轿 啶 合成 所 必需 ， 但 能 将 5- 
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RAWE (5-FOA) HARA), deis in s - 氟 乳 清 酸 的 培养 基 
中 ， 存 在 相互 作用 的 细胞 会 因 毒 素 的 作用 而 死 廊 ， 内 有 已 发 生 了 蛋白 质 间 和 解 离 或 
部 分 解 离 的 转化 挟 才 可 以 生存 。 另 -种 反 向 筛选 的 体系 称 为 分 离 杂 交 系 统 
(split-hybrid system)， 利 用 了 两 个 互相 整合 的 报道 基因 ， 第 一 个 报道 基 国 含有 大 
BETTER tetR 抑制 央 子 的 编码 序列 ， 其 表达 受 上 游 lexA 操纵 子 调控 ; 第 二 个 报道 
基因 是 His3， 启 动 子 区 含有 tet BA IESU. 分 别 与 BD 和 AD 融合 的 两 个 蛋 
HE SE BEAR RR EZ Ug HR HR SEA, CORP tetR 的 表达 ，tetR 和 tec MAF 
序列 的 结合 进一步 影响 His3 基 办 的 表达 ， 只 有 不 能 尝 生 相 球 作 肌 的 蛋白 质 才能 
用 这 个 系统 在 组 氨 酸 缺 聊 的 培养 荐 上 筛选 出 来 。 除 了 筛选 突变 株 获得 蛋白 质 结合 
的 信息 外 ， 反 向 到 染 交 更 有 意义 的 应 用 在 于 发 现 可 导致 柑 所 作用 的 蛋白 质 间 发 生 
eA yok hod PR. VPS eo SARA BAP MAX, RELA 
AR EE A a et a AE AE S 

JE XEBIDOUA BU AA EAE ee AA, BAR 
WAR AA A RE RE RS. AT RR, AARET AA 
PERRERA, up SOS FA EE RHE (SOS recruitment system), ÈA iG Ha m T 
Ras 信号 转 导 途径 的 基本 性 质 。 酵 过 细胞 需 要 Ras 信号 才能 生存 。Ras 的 功能 依 
赖 于 激活 乌 营 酸 交 换 因 子 (GEF)， 它 把 无 活性 GDP-Ras 转变 成 激活 的 GTP-Ras 
PR. BaP AMA GEF 是 CDC25， 它 存在 温度 敏感 的 突 灾 体 。 利 用 人 的 乌 苷 
REMAT hses 蛋品 可 以 代替 温度 敏感 型 突变 酵母 的 RasGEF， 芭 CDC25， 使 
酵母 在 36'C 可 以 存活 。 但 是 hSos EE UI se (i SAR EA AE EAE Ras pg G t 
酸 交 换 。 实 际 庶 用 中 ， 一 种 雪白 质 和 hSos BARS, SPE ARA Sr GE 
酰 化 膜 定位 信号 融合 ， 如 华 两 种 电 白 质 发 年 相互 作用 ， 就 会 将 hsos 招 幕 到 膜 上 ， 
从 而 激活 Ras， 使 细胞 在 限制 温度 下 仓 活 和 增 逢 0651。 虽然 双 杂 交 系 统 鉴定 了 一 些 
腊 外 受 体 和 配 体 的 相互 作用 ， 但 没有 一 个 道 用 的 方法 适合 所 有 的 受 栖 - 卫 体 相互 
作用 ， 新 的 细胞 质 系统 可 能 会 更 适合 分 析 这 样 的 相互 作用 。 

为 了 克服 酵母 双 杂 交 系 统 的 某 些 缺 聊 ， 寻 找 更 好 的 系统 来 研究 便 白 之 加 的 相 
互 作用 ， 人 们 也 开始 用 和 蛋白质 其 他 的 结构 特点 来 建立 新 的 双 杂 交 系 统 。 分 离 的 汪 
ARE (split-ubiquitin sysiem) FIA XR DI SEES S, 3 BITE E ON SA OC MH 
BEA MA CAT A ER, BOS ASP SP Ra, PIRGEC PERS 
REESE REUNIR XC, SRR SAHCAER, HRA RAR RMR 
子 来 激活 报道 基因 的 转录 或 其 他 易 被 检测 到 信号 的 电 白 质 。 同 善 道 的 利用 转录 因 
子 结 攀 特 点 的 双打 交 系 统 比 较 ， 这 一 系统 有 许多 优点 。 第 一 ， 蛋 白质 相互 作用 水 
解释 放 报 道 蛋 白 ， 这 样 报道 蛋白 如 果 是 转录 因子 ， 就 电容 易 进 入 核 和 内 ， 活 化 转 
藉 。 第 二 ， 报 道 蛋 白 可 以 选用 其 他 的 蛋白 质 如 酶 ， 这 样 可 以 通过 分 析 酶 的 活性 分 
术 重 白质 间 的 相 划 人 作用。 此外， 还 有 - 些 利 用 酶 的 性 质 的 双 杂 交 系 统 ， 相 互 作用 
可 以 恢复 酶 的 活性 。 
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除 研究 蛋白 质 间 相互 作用 的 系统 外 ， 还 发 展 了 研究 DNA 和 和 蛋白 质问 相互 作 
HEI 3E SE—— 8 ARE APH (one hybrid systemy。 单 杂交 系统 用 来 鉴定 与 特定 
DNA JT y E ERE HIGU SEE RUN, "和 猪 物 ”文库 被 用 来 检测 与 调控 基 序 结合 激活 转 
MBAR. MUR REESE RNA 或 小 分 子 配 体 和 人 蛋白 圭 间 的 相互 作用 的 系统 一 一 三 
ZR GL (three hybrid system) a 二 杂交 系统 引入 了 第 三 个 相互 作用 的 成 分 ， 如 
RNA sk/p4t PAC AEE TP T, = ACER, FERR. SenGupta (1999) 
等 四 设计 的 酵母 杂交 体系 中 把 与 BD 融合 的 已 知 功 能 的 RNA 结合 蛋白 质 一 
SOAP BAUR 1 URP1) 作为 “ 角 钩 "， 将 待 研 究 的 RNA 片段 与 JIRP1 特异 结合 
序列 IRE 连接 成 一 个 新 的 杂 合 序列 作为 “诱饵 "， 用 RNA ROMO ABER 
母 中 表达 ; BN BM ADEE, ARRAS, BTL 
发 现 RNA 特异 结合 的 蛋白 质 或 与 蛋白 质 相互 作用 的 RNA。 研 究 小 分 子 配 基 与 蛋 
白质 间 相 互 作用 的 三 杂 父 系统 与 此 类 似 ， 只 基 向 酵母 中 引入 小 分 子 配 基 杂 合体 
时 ， 因 为 设 有 生物 体系 可 以 利用 ， 需 借助 有 机 化 学 人 台 成 技术 ， 而 且 亲 芯 水 性 的 差 
和 拭 可 能 会 使 研究 对 象 的 范围 受到 一 定 的 限制 。 这 类 二 杂交 系统 有 很 多 的 用 途 ， 但 
也 存在 许多 问题 ， 如 RNA 片段 的 构象 会 因 环 境 而 改变 ， 影 响 系 统 的 检测 ， 产 生 
VEE AE ARE, 

在 过 去 的 几 千 中 ， 醇 母 汉 杂交 系统 经 过 了 许多 改进 ， 以 便 有 更 广泛 的 用 途 。 
例如 ， 高 等 真 想 生物 的 许多 蛋白 质 的 翻译 抹 修 饰 对 于 其 功能 是 必需 的 ， 但 在 醉 母 
中 缺乏 相关 的 修饰 酶 。Osborne (1995) Ag IS pre dk ASE S| AR SC TCR, 
ERARE, BUR BY RE IL Ae Ee, Boh 
有 在 双 杂 交 系 统 中 加 入 一 种 桥 蛋白 来 搭桥 、 抑 制 或 稳定 蛋白 质 癌 的 相互 作 困 ,。 而 
级 诱饵 的 杂交 系统 允许 同时 研究 一 个 重 白质 和 两 个 诱饵 之 间 的 作用 。 

醇 母 有 杂交 系统 的 至 用 促进 了 哺乳 动物 细胞 中 检测 蛋白 质 相互 作用 的 类 似 系 
统 的 发 展 。 这 类 系统 有 一 些 潜在 的 优势 ， 如 检测 依赖 翻译 后 修饰 的 相互 作用 。 进 
一 步 说 ， 可 以 检测 和 鉴定 细胞 刺激 反应 变化 的 相互 作用 。 而 在 细菌 中 应 用 的 双打 
RRR RE AR, PRM TSAR, ANTES MRR AES 
Bi. ARNE, TRE eA REA CDNA 文库 。 在 哺乳 动 
Ty FU BT BR A EB CLER T b (bL 

各 种 杂交 系统 都 有 自己 的 优 缺 点 。 但 各 种 系统 都 不 可 避免 的 产生 “ 假 阳 性 ” 
和 “和 假 阴性 "。 有 些 是 系统 本 身 造 成 的 ， 如 双 杂 交 系 统 研 究 蛋 白质 复合 体 时 ， 由 
于 没有 复合 体 中 其 他 息 白质 的 作用 ， 多 肽 链 会 暴露 出 生理 状态 下 为 其 他 蛋白 质 敌 
盖 的 某 些 位 点 ， 或 基 一 重 寻 质 不 足以 与 作用 重 自 形成 稳定 的 结合 ， 导 致 产生 许多 
的 假 阳性 和 假 附 性 。 值 得 注意 的 是 ， 双 杂交 系统 并 不 能 解决 所 有 的 蛋 睛 质 相 互 作 
ARAM. FEROS FRR. BDA AD 与 目的 蛋白 融合 可 能 改变 
了 “诱饵 ”和 “ 猪 物 ” 的 构象 ， 从 而 进一步 改变 了 它们 的 功能 。 酵 母 双 杂 交 系 统 
一 个 主要 的 缺点 是 一 些 依靠 翻译 后 修饰 的 相互 作用 在 汞 母 中 不 能 检测 到 。 在 真 核 
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FMI TAL aT X00, WERD MRE, BEA SENS IE. GRE 
ABT A ARAN BR FR Ae IB SE ACA A B ee t Boe a, E RE 
Uc ERE EO RE A TR, KER ZR 38 A EE, PE 
质 相互 作用 的 手段 也 是 必 不 可 少 的 。 


二 、 配 全 双 杂交 技术 在 蛋白 质 组 学 中 的 应 用 


以 上 介绍 了 可 志 双 厅 安 的 历史 政 土 要 的 上 发展， 在 实际 中 酵母 双人 名 记得 到 了 很 
广泛 的 应 用 ， 尤 其 是 在 大 规模 分 析 蛋 白质 间 相 夸 作 用 的 蛋白 质 组 学 的 研究 中 的 地 
位 不 可 蔡 代 。 全 基因 组 序列 的 获得 促进 大 规模 研究 蛋白 之 间 的 相互 作 峙 ， 全 面 
PER MEARE Se SEAN {interactomeY。 在 病毒 ， 细 菌 、 醇 本 
和 线虫 中 都 已 经 有 大 规模 的 酵母 到 杂交 分 析 的 报道 。 

T7 哄 菌 体 被 第 一 个 用 本 大 规模 的 双 获 交 分 析 。 先 构建 随机 的 诱 乌 和 猎物 文 
PE, KH 10 个 随机 的 非 白 激活 的 诱 乌 淀 选 随 相 的 哄 苗 体 蛋 白质 片段 文库 ， 接 
着 用 特定 的 诱饵 辛 选 文库 。 在 55 个 噬菌体 蛋白 中 ， 共 发 现 了 25 个 相互 作用 ， 其 
中 有 4 个 已 经 有 展 道 。 这 个 研究 表明 ， 系 统 鉴 定 基 央 组 编码 特定 和 蛋白质 间 众多 的 
相 于 作 箱 是 可 能 的 401。 再 型 肝炎 病毒 (HCV) 能 导致 严重 的 肝病 包括 肝癌 ， 但 
HCV 的 疫苗 还 没有 开发 出 来 。Flajolet (2000) 等 人 研究 了 两 型 肝炎 病毒 (HCV) 
中 的 蛋白 质 相互 作用 。 丙 型 肝炎 病毒 的 基因组 编码 - -个 多 蛋白 质 ， 霹 终 被 加 工 成 
为 10 个 成 熟 的 蛋 日 质 。 用 成 熟 的 蛋白 质 分 别 构建 “ 猜 物 ” 和 “ 诱 乌 ”表达 载体 ， 
进行 双 杂 交 分 析 ， 但 是 设 有 检测 到 相互 作用 ， 可 能 是 由 士 重 白 质 折 亚 的 问题 。 构 
建 “ 诱 饵 ” 利 “猎物 ”随机 的 HCV 基因 组 文库 。 用 随机 往 选 的 200 个 诱饵 和 猎 
物 文 库 双 杂交 分 析 ， 最 后 得 到 了 $ 个 相 闻 作用 的 结果 ， 其 中 2 个 已 有 报道 。 通 过 
调节 这 些 相互 作用 有 可 能 开发 出 特异 的 抗 病毒 试剂 由 H。 用 酵母 双 杂 交 分 析 冯 苗 
病毒 (vaccinia virus), JOE TAA 266 个 订 读 框 的 BD 和 AD 阵列 。 用 接 
合 的 方法 筛选 ， 在 约 70 000 个 组合 中 ， 共 发 现 了 37 个 相互 作用 ，9 个 是 已 知 的 。 
这 些 相 互 作用 可 以 分 为 DNA fbl. Sext. HBA HUDGS EIE. RAE 
互 作用 和 和 未知 功能 5 个 类 别 ， 提 供 了 在 特定 的 过 程 中 未 知 蛋 白质 作用 的 线索 [1。 

BLA BISP Ae RI (Helicobacter pylori) 的 序列 在 1997 年 已 经 测序 完 
成 ,但 对 整个 茶 国 组 序列 编码 蛋白质 的 功能 知道 的 还 很 少 。Rain (2001) 等 
人 人 031 用 醇 母 双 杂 交 研究 其 蛋白 质 相 互 作用 。 它 也 是 第 一 种 用 醇 母 双 杂 交 技 术 大 
规模 研究 的 原核 生物 。 对 261 种 H. pylori BOM (其 中 有 50 个 和 复合 体 、 致 
病 有 关 的 蛋白 质 ，211 个 随机 选择 的 性 后 质 ) 和 随机 的 H. pylori 基因 组 文库 进 
行 杂交 ， 得 到 了 1200 多 个 相互 作用 结果 。 其 中 有 许多 在 大 肠 杆 菌 中 也 有 类 似 的 
相互 作用 。 短 选 到 的 相互 作用 的 蛋白质 结构 域 将 来 可 能 有 助 于 构建 显 性 失 话 的 罕 
dc BR TEES E it, 
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MEET (Saccharomyces cererisiae) W 4: EE PA 2H JT Pr Wl sg vc 1996 年 完成 ， 
CHA 6000 AEH, HBR SERRA RE A TX 6000 多 个 开放 阅读 框 之 
BEHAE. PAIE ERES WE, 1920 "IRIH" BA BRA 6000 个 “猎物 ” 
PR EE, FMC, AE ORRAT 281 个 相互 作用 。 另 一 种 方法 是 文库 
Ra, Heg 6000 + “TRIE” BREA SA 6000 种 “猎物 ”的 文库 接合 ， 共 
筛选 到 692 T LIE IUS, AS THe, ko (2001) 等 人 151 分别 克隆 了 酵母 
中 几乎 所 有 的 可 读 柑 ， 分 为 所 个 “集合 ”(pecls)， 每 个 “集合 ”含有 近 96 个 不 
BETERE. 62^ “VE "Hen om 62 + HM OBA DH eS, Bal 
了 1533 tH 1E MER, APA 841 TERRI AAR, Ae, 
只 有 141 个 结果 其 共同 的 。 这 可 能 是 由 杆 PCR [APP Se TOR ETE, 
质粒 构建 的 特殊 性 影响 租 白 质 的 折 伏 、 或 出 于 双 厅 交 系 统 内 在 原因 产生 假 的 信 
和 恕 ， 也 提示 在 像 随 二 这 样 较 恢 等 的 真 核 牛 物 中 ， 蛋 白 之 间 的 相互 作用 也 是 非常 复 
杂 的 ， 用 一 种 方法 不 可 能 筛选 出 所 有 的 亿 蝗 质 相 互 作用 。 分 析 蛋 帕 质 补 互 作用 的 
结果 得 到了 儿 个 有 意义 的 网 络 ， 如 与 自体 雁 蜂 、 纺 锤 极 体 的 功能 和 法 泡 运输 有 美 
的 网 络 (!51。 最 近 应 用 大 规模 的 双 杂 交 锯 选 技 术 ，Drees (2001) 等 人 16 报道 了 用 
这 种 方法 筛选 与 酵母 中 细胞 极 性 有 关 重 中 的 研究 结果 。 用 - -个 已 知 与 细胞 极 性 有 
美的 68 TEUA, MiA AER, AA RETR S I 9096 SUM ERE 
RE. IHEM 18M RAISE, HE 44 个 包含 未 知 功能 
的 蛋白 。 他 们 最 大 的 发 现 是 在 细胞 信号 通路 之 但 新 的 联系 ， 提 示 在 己 知 的 信 导 途 
径 中 存在 联系 ， 例 如 Rhol 和 Cde: 细胞 途径 ， 这 些 信 号 途径 将 肌 动 蛋白 和 形态 
建成 检查 点 结合 了 起 来 。 

EHE {Caenorhabditis elegans) 中 研究 了 与 27 个 生殖 器 澳 育 有 关 的 重 白质 
Ti HAE AST, JH 27 Tr EIE Ud EZ dL CDNA 文库 ， 共 得 到 了 148 个 相互 
VEIBESR, WRAP RARERBR PD PETAR, 


三 、 蛋 白质 间 连 锁 图 的 建立 


分 析 蛋 特质 相互 作用 的 目的 是 为 了 构建 重 白 质问 相互 作用 的 连锁 图 。 内 为 蛋 
犁 质 相互 作用 控制 着 生命 的 各 个 过 程 。 重 和 白质 问 相 互 作用 是 细胞 生命 活动 的 基础 
和 特征 。 例 如 : KAT SRA. BEA ERB. AAR SKM TOL, 
DNA WG. JER BGA, RAYE, Binet, fno $e. AA 
调控 、 中 间 代 谢 等 重要 的 生物 过 程 都 涉 太 到 和 售 白 质 的 相互 作用 。 蛋 和 白 之 间 的 相互 
作用 、 相 互 协调 是 幼 欧 进行 信号 转 导 太 一 切 代谢 活动 的 基础 、， 对 生日 质 相互 作用 
连锁 关系 的 揭 冰 已 成 为 蛋白 质 组 学 的 -- 个 重要 的 研究 内 容 。 随 着 蛋 和 白质 组 学 研究 
的 深入 发 展 ， 在 揭示 如 生长 、 发 育 和 代 澳 调控 等 生命 活动 的 规律 上 将 会 有 所 突 
破 ， 对 探讨 重大 疾病 的 机 理 、 疾 病 诊疗 、 疾 病 防 治 和 新 药 开发 将 提供 重要 的 理论 
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基础 。 对 于 鉴定 药物 目标 ， 有 蛋白 质 相互 作用 数据 有 潜在 的 价值 。 几 家 私人 公司 也 
已 开始 某 因 组 范 项 的 双 杂 交 分 析 ， 如 Hybrigenics 和 Myriad Genetics Inc( http: // 
www. hybrigenics. com; http://www. myriad pronet. com), ft f] 8E fei BREA 
质 功能 和 途径 更 有 利于 开展 药物 的 研究 。 

用 酵母 双 杂 交 长 其 他 方法 得 到 的 生日 质 相 互 作用 产生 了 几 个 数据 库 ， 可 以 用 
来 构建 一 个 大 的 相互 作用 的 网 络 !8i。 在 全 面 分 析 了 酿酒 酵母 中 2709 个 蛋白 质 相 
互 作用 后 ， 建 立 了 一 个 由 1548 T 4 ELI a] 2358 个 相互 作用 组 成 的 一 个 巨大 的 网 
络 和 几 个 较 小 的 网 络 ， 这 表明 细胞 过 程 的 复杂 性 。 这 个 网 络 指明 了 不 同 细胞 部 位 
闻 蛋 白质 的 相互 作用 ， 最 重要 的 是 提供 了 未 知 蛋 白质 的 功能 线索 [1]。 特 定 功能 
种 类 的 蛋白 质 和 许多 其 他 类 的 电 白 质 有 相互 作用 ， 如 细胞 局 期 调控 、 转 录 和 染色 
体 调 控 的 和 蛋白质 。 这 和 它们 在 细胞 中 的 中 心地 位 是 一 致 的 。 通 过 简化 这 个 网 络 
图 ，24 T Eo S EL HUS 21 个 和 生长 控制 、 染 色 体 结构 /染色 质 重 排 或 转录 有 
关 [?1。 要 指出 的 是 ， 酸 母 双 杂交 得 到 的 蛋白 质 相互 作用 屁 可 能 发 生 的 相互 作用 ， 
在 真正 的 细胞 环境 中 不 一 定 发 生 ， 因 此 需要 用 其 他 的 方法 进一步 验证 。 随 着 技术 
的 革新 ， 双 杂交 系统 的 “敏感 性 ”和 “ 专 一 性 ”不 断 提 高 ， 高 通 量 和 自动 化 的 实 
验方 法 可 以 完成 更 复杂 的 蛋 犁 质 组 中 的 蛋白 质 相互 作用 ， 在 阅 明 和 蛋白质 的 功能 、 
揭示 生命 现象 的 规律 、 卉 清 重 大 疾病 的 机 理 和 新 药 开 发 中 发 捧 重 要 的 作用 。 当 前 
的 连锁 图 的 横 式 缺乏 时 间 和 空间 上 的 分 辨 率 ， 几 个 分 享 一 个 共同 蛋白 质 的 不 同 的 
复合 体 可 能 被 人 为 地 互相 联系 到 一 起 。 分 奖 、 作 图 和 定位 这 些 相互 作用 将 画 出 一 
个 真正 的 功能 和 动态 的 蛋白 质 相 互 作用 图 谱 ， 使 我 们 对 细胞 作为 一 个 分 子 系统 有 
全 面 的 了 解 。 


Ud], BARRARA 


BREH 55 — 26 AE VC FG A AH REL TE BD 和 AD 载体 已 被 成 
功 的 应 用 ， 其 中 应 有 几 最 广泛 的 是 以 Gal4 为 基础 的 载体 。 另 外 有 系统 利用 细菌 
LexA 蛋白 做 BD，VP16 居 AD。Gal4 和 LexA 系统 各 有 优 缺点 ， 有 许多 已 经 商业 
化 ， 在 选择 时 可 参考 产品 说 明 。 选 定 载 体 辣 ， 将 竺 鉴定 和 蛋白 分别 构 建 到 BD 和 
AD 载体 上 。 榴 建 载体 时 ， 除 了 常规 的 克隆 方法 外 ， 用 同 詹 重组 的 方法 更 适合 于 
大 规模 构建 重组 质粒 ， 这 种 方法 不 用 党 琐 的 基因 操作 。 同 源 重 组 方法 先 用 PCR 
扩 增 目的 基因 ， 基 因 两 端 冲 有 和 载体 同 小 的 序列 ， 当 PCR 产物 和 线性 化 的 质料 
共 转 伴 到 酵母 细胞 后 ， 遂 过 同 源 重组 缺口 修复 产生 重组 质粒 。 据 报道 ， 在 酵母 中 
DNA 片段 的 末端 有 30 个 碱 基 的 同 源 区 就 是 以 使 该 片 怒 整合 到 线性 化 的 质粒 
中 [1421。 此 外 有 很 多 已 经 商业 化 的 构建 在 AD 载体 上 的 来 自 不 同 生物 或 不 同 组 
织 的 cDNA 文库 可 以 获得 ， 用 于 不 同 目的 的 筛选 。 … 个 常见 的 得 选 文库 的 双 杂 交 
实验 流程 图 11-1。 

+ 247 - 


HR emn 
融合 重 折 
Cate N 表达 融合 蛋白“ [COC BM 
让 | escort Cosi 
十 在 选择 半 板 上 入 选 阳 性 克隆 


重 狐 验证 阳性 克隆 、 序 列 测 定 、 其 他 方法 验证 


E 11-1 


在 转 入 同一 酵母 细胞 前 要 进行 毒性 、 自 激活 报道 基因 和 蛋白 质 表 达 的 检测 。 
比较 转化 了 “诱饵 ”上 质粒 的 细胞 和 转化 空 载体 的 醇 母 细胞 在 液体 培养 基 中 的 生长 
He, RM UATE” EAIA RARER Oy, Go “DEIR” FER m AE 
低 , “ 诱 邹 ” 重 白 可 能 是 有 毒 的 。 因 此 ， 在 和 文库 共 转 化 前 需要 在 琼脂 平板 上 生 
长 该 酵母 细胞 株 。 检 测 “ 诱 饵 ”蛋白 的 转录 激活 可 以 将 细胞 涂 于 选择 性 平板 上 ， 
也 时 涂 带 有 空 载体 的 菌株 于 适当 的 选择 培养 莽 上 。 恕 果 “ 诱 饵 ”可 以 自 激 活 报道 
基因 的 转录 ， 可 以 再 重新 构建 “诱饵 ”质粒 ， 消 除 转录 证 活 区 。 另 外 ， 如 果 酵 每 
细胞 在 缺乏 His 培养 基 上 生长 ， 可 以 加 入 适当 的 3-AT 消除 背景 。 蛋 白质 表达 的 
检测 可 采用 Western 印迹 的 方法 。 

构建 好 的 “ 诱 外 ”和 “猎物 ”质粒 需要 共 转 化 到 同一 宿主 细胞 中 ， 然 后 筛选 
MOAT IE PAYER. FERRET PRBS Ke, TERRA, iÈ 
Hg x SC HEURE a, ABAD SE 1 PO, ILI 
THEE BON ROS OR A, Se Ede ETE RB BARD RSHRLT, A 
时 要 避免 在 同一 酵母 细胞 中 转化 多 种 文库 质粒 ， 因 为 这 会 影响 随后 的 分 析 。 但 是 
用 最 少量 的 DNA 得 到 最 大 数量 的 转化 子 需要 高 的 转化 效率 。 转 化 酵母 细胞 有 了 几 
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MOA, PGR IAT. ILE RUS [EIE. BRIE EE 
得 到 高 的 转化 效率 ， 对 pCHUSES See n xc Pe ER ERRE. RELA T 
DAR (eee, Meh thay DNA 做 转化 时 非常 有 效 ， 电 转化 法 只 能 四 小 量 的 
DNA， 因 而 限制 了 它 在 双 杂 效 方 法 中 的 应 用 。 目 前 普遍 应 用 的 大 规模 的 转化 方 
ERR LES! EE :种 在 大 规模 实验 中 快速 在 酵 生 细胞 中 导 人 
DNA RITE. Bolt A RAR DTT PRA, RIGA Ree 
的 方法 共 转 化 质粒 。 该 方法 比 化 学 转化 方法 转化 效率 要 高 18 倍 ， 因 此 节约 了 大 
量 的 时 间 和 花费 ， 适合 丁 高 通 其 的 大 规模 的 筛选 相互 作用 [241, 男 外 ，Bendixen 
(1994) 等 人 [5 通过 酵母 搂 合 型 的 应 用 ， 避 免 了 两 次 转化 ， 提 高 了 双 杂 交 的 效 
雍 。 在 酵母 的 有 性 生殖 过 程 中 有 两 种 接合 型 , a 和 w 这 丙种 单 傍 体 之 间接 合 能 
形成 二 信 体 ， 但 问 - -接合 型 问 的 细胞 不 能 形成 二 倍 体 。 将 “ 沃 饰 ”和 “猎物 ” 质 
粒 分 别 转化 不 同 接合 型 的 酵母 细胞 。 过 褒 湿 合 培养 形成 二 人 入 体 ， 在 选择 性 培养 基 
上 筛选 发 生 相 互 作用 的 二 倍 体 。 

目前 用 接合 方法 进行 大 规模 双 杂 交 的 方法 可 以 分 成 两 种 。 一 种 是 阵列 筛选 
法 ， 用 不 同 接合 型 的 表达 “猎物 ”和 “ 诱 饼 ”蛋白 的 酵母 株 --…- 接 合 。 用 这 种 方 
法 可 以 推测 已 知 的 肪 白质 间 的 相互 作用 ， 和 例如 从 最 近 测 序 和 注释 的 基因 组 中 分 析 
全 长 开放 阅读 框 之 间 的 成 对 的 相互 作 册 。 旦 然 是 -对 一 的 方法 ， 由 于 克隆 方法 和 
利用 小 型 机 械 化 的 工作 站 ， 此 方法 可 用 于 大 规模 的 研究 。 另 一 种 方法 是 文库 筛选 
法 ， 四 表达 一 种 “ 诱 钰 ”和 蛋 自 的 酵母 细胞 和 一 个 表达 复杂 的 文库 “猎物 ”蛋白 的 
酵母 细胞 直接 接合 。 这 种 高 通 址 的 系统 可 以 发 现 许多 未 知 的 蛋白 质 。 然 后 通过 激 
活 报道 基因 来 筛选 有 由 互 作用 的 蛋白 质 。 常 用 的 报道 基因 有 His3、lacZ、URA3、 
ADE2 和 MELI 等 。His3 是 编码 组 氨 酸 合成 的 基因 ，3-AT 是 它 的 竟 争 性 抑制 剂 ; 
lacZ 是 编码 8- 半 乳 糖苷 酶 的 基因 ， 可 以 用 8- Gal 实验 测定 活性 。URA3 的 编码 
尿 晕 喧 合 成 栈 的 基因 ， 可 以 用 于 正 向 和 上 反 向 第 选 。ADE2 是 编码 腺 音 酸 合成 酶 的 
基因 。MEL1 编码 。- 半 乳糖 苷 酶 ， 可 以 降解 Xe Gal, PERE, PRA 
子 控制 多 个 报道 基因 ， 可 以 大 天 消除 双 杂 交 中 由 于 猎物 和 特定 启动 子 两 侧 的 序列 
直接 作 几 以 及 直接 要 特定 启动 子 的 转录 因 于 相互 作用 而 产生 的 假 季 性 "31,。 

筛选 文库 的 过 程 中 ， 转 化 混合 物 需 要 在 选择 性 平板 上 筛选 。 得 到 的 阳性 克隆 
用 克隆 PCR 的 方法 直接 从 阳性 克隆 中 扩 增 未 知 片段 ， 然 后 进行 测序 。RBlast 
(http; //www. ncbi. nlm. nih. gov) 搜索 Genbank, EMBL. st H.fb ed E, 
分 析 其 代表 的 基因 。 对 有 意义 的 相互 作用 用 其 他 的 方法 如 免疫 共 沉 演 、GST-_pull 
downa、 荧 光 共 定位 等 进一步 验证 ， 得 到 蛋白 质 功能 的 信息 。 
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蛋白 质 是 生物 体 功能 的 执行 者 。 重 白质 可 以 与 其 他 生物 大 分 子 如 核酸 、 碳 水 
化 合 物 、 脂 类 、 世 其 是 其 他 的 下 白质 分 子 发 生 相 所 作用 。 在 细胞 内 ， 蛋 白质 - 蛋 
月 质 相互 作用 是 酶 作用 于 特异 底 物 的 手段 ， 还 指导 了 信号 传导 、 细 胞 分 型、 
DNA 复制 、 转 录 起 始 ， 决 定 了 蛋白 质 短 暂 的 和 持久 的 存在 形式 。 在 细胞 外 ， 由 
于 蛋白 - 重 白 之 间 的 相互 作用 ， 使 得 细胞 之 间 建 立 了 联系 ， 在 一 个 细胞 表面 表达 
的 配 体 与 邻近 细胞 的 受 体 结合 ， 或 者 分 谱 的 配 体 蛋白 与 较 远 细胞 的 受 体 结合 。 近 
年 来 已 经 发 展 了 洗 多 技术 检测 蛋白 -到 白 之 间 的 相互 作用 。 

从 全 细胞 提取 物 中 共 沉 淀 蛋白 的 技术 是 一 种 很 有 价值 的 检测 蛋白 -蛋白 之 亲 
物理 作用 的 方法 。 当 使 用 抗体 时 ， 这 种 技术 就 称 作 免 疫 共 沉淀 。 共 沉淀 技术 可 以 
用 来 研究 各 种 条 件 下 已 知 蛋 白 之 间 的 相互 作用 ， 还 可 以 鉴定 复合 物 中 的 组 分 。 共 
沉淀 技术 可 以 单独 使 用 ， 也 可 以 与 其 他 检测 蛋白 -和 蛋白 相互 作用 的 手段 如 醇 母 双 
杂交 技术 和 利用 纯化 的 蛋白 研究 相互 作用 的 其 纯化 技术 相 结 合 使 用 。 

在 免疫 共 沉 淀 比较 典型 的 实验 体系 内 ， 细 驳 裂 解 后 在 非 变 性 条 件 下 制备 总 蛋 
HERH. UPR AA CAAT RAST) 特异 地 免疫 沉淀 这 种 蛋 
白 ， 然 后 用 第 二 种 重负 或 更 多 种 蛋白 的 抗体 做 免疫 印迹 ， 检 测 它 们 是 可 被 第 一 种 
罩 白 共 沉 演 。 在 这 个 过 程 中 ， 设 立 对 照 以 检测 相互 作用 的 特异 此 是 很 重要 的 。 下 
面 将 详细 地 介绍 这 种 技术 。 


一 、 检 测 蛋 白质 的 存在 


第 一 步 是 准备 检测 共 沉 淀 涉 太 的 两 种 蛋白 。 通 常用 Western blot 的 方法 检测 
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参与 免疫 共 沉 淀 的 点 和 白质 都 表达 或 存在 。 只 有 那些 可 以 在 非 变 性 条 件 下 和 免疫 沉淀 
蛋白 的 抗体 才 是 可 以 用 的 。 需 要 注意 的 是 ， 商 品 化 的 某 些 抗 体 不 适合 做 免疫 议 
E, ALB SAS RRR, SHERMER BEAM RAM N a 
C Sam. — 7 fr Co EE (epitope) 我 们 称 之 为 标签 (Cag), ASA EIER 
不 影响 功能 的 话 ， 也 可 以 把 标签 加 到 蛋白 内 部。 两 种 最 常用 的 标签 是 HA 和 c 
Myc, STALA UR ae ER BAA AREA c-Myc 的 一 段 多 了 驮 而 来 。 其 他 的 抗 
体 如 FLAG 抗体 也 很 实用 。 有 了 时 可 以 插入 串联 重复 的 标签 以 提高 刺 敏 度 。 串 联 
标签 的 撑 贝 数 可 以 由 1 个 到 3 个 蔡 至 9 个 之 多 。 

当 要 沉淀 的 蛋白 分 子 质 其 非常 接近 免 瘦 球 蛋白 的 重 链 (50kDa) 和 轻 链 
(23kDa》 时 ， 使 用 短 的 标签 不 容易 与 eG 区 分 开 ， 这 时 可 以 融合 --… 个 蛋白 或 多 
上 胀 ， 增 加 其 相对 分 子 质 其 ， 而 同时 此 求 这 种 蛋白 或 多 上 肘 可 以 与 偶 联 到 辕 相 介质 的 
hoy FERRE, MRE RK S 转 移 酶 (GST, ELSIE] Sepharose 上 的 谷 
RE RGA) MASSA EY (MBP, TU SRSA TRA) 是 常用 
的 两 种 亲 和 和 分 子 。 盟 然 它 们 所 应 用 的 已 经 不 属 十 免疫 的 范畴 ， 但 都 大 利用 了 蛋白 
与 蛋白 之 间 特 异 灯 和 的 原理 。 


二 、 制 备 总 蛋白 提取 物 


免疫 共 沉 淀 成 功 的 第 一 步 是 制备 含有 最 大 荐 与 最 天 活性 目的 蛋 白 的 总 蛋白 提 
取 物 。 全 细胞 提取 条 中 总 蛋白 的 收 率 与 活性 并 不 能 完全 等 同 于 特异 目的 蛋白 的 收 
率 号 活性 ， 本 此 在 免疫 沉 演 操作 前 最 好 将 一 者 都 如 以 鉴定 。 收 率 和 活性 受 多 种 因 
素 的 影响 。 裂 解 缓冲 液 中 盐 浓 度 与 去 污 剂 的 微小 变化 就 可 能 对 蛋白 收 率 与 活性 带 
来 较 大 的 影响 ， 也 可 以 影响 细胞 破碎 的 速度 与 效率 。 这 两 种 因素 对 那些 与 大 分 子 
结 称 如 防 积 风 胞 骨架 相 结合 的 低 可 溶性 蛋白 来 说 万 为 重要 。 另 外 ， 吉 入 和 蛋白酶 抑 
制剂 以 防止 蛋白 的 降解 也 是 必需 的 。 
我 们 推荐 研究 人 员 开 始 阶段 先 做 小 盟 抽 提 的 预 实验 ， 使 用 不 同 流 度 的 盐 和 非 
离子 去 诗 剂 。 最 先 并 始 使 用 的 基本 裂解 缓冲 液 应 包含 以 下 成 分 。 
1) 基本 成 分 。 包括 缓冲 剂 〈 如 50 mmol/L Tris-Cl, pH 7.5). "b dE SE 
去 污 剂 [如 0.1% (V/V) Triton X-100]、 盐 离子 〈 如 100 mmol/L 
NaCl) ,还 原 剂 (如 1 mmol/L DTT) 和 稳定 剂 [211095 (V/V) 甘油 ]。 
2) 站 魏 酶 抑制 剂 。 由 各 种 蛋白 酶 抑制 剂 泥 合 而 成 的 “ 鸡 尾 片 ” (cocktail 
tablet) 可 以 从 会 司 买 到 商品 化 的 产品 。 开 始 阶段 使 用 的 路 度 可 以 参考 
X: chymostatin, pepstatin A, leupeptin, antipain 各 5ug/ml, PMSF, 


benzamidine & 1 mmol/L. 
3) BAM. KH 15 mmol/L 的 EGTA 通常 用 来 营 合 对 于 金属 蛋白 酶 必需 的 
金 里 离子。 但 是 由 于 EGTA 同时 也 会 排 制 那 些 需要 金属 离子 的 王 常 酶 的 
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活性 ， 因 此， 有 时 反而 要 如 入 适量 的 金属 离子 ， 或 者 用 EDTA 来 代替 
EGTA。 

4) 磁 酸 脂 酶 抑制 剂 。 如 果 重 白质 的 磷酸 化 状态 对 寺 相 互 作用 比较 重要 的 话 ， 
裂解 缓冲 液 里 就 应 当 包 含有 磷酸 脂 粗 抑制 剂 。 这 一 类 的 试 旗 包 括 2.5 
mmol/L iE SUSAN, 10 mmol/L NaF, 10 mmol/L B -甘油 磷酸 。 

以 上 的 配方 可 以 作为 裂解 缓冲 液 的 起 始 配 方 使 用 ， 实 际 操作 中 ， 可 以 作 适 当 
收 改 ， 比 如 可 以 将 NaCI 在 0 一 500 mmol/L, Trition X-100 Œ 096 ~ 1% HEE Z i] 
调整 。 全 细胞 提 腑 物 的 总 蛋白 浓度 定 基 可 以 通过 Bio-Rad RAW ERA A, 
Pierce 公司 BCA 测定 试剂 盒 以 及 Brad ford 方法 进行 。 然 后 表 取 25 一 75pg 总 蛋白 
通过 Western blot 分 析 确 定 某 种 特定 电 白 质 的 浓度 。 一 般 来 讲 ， 最 好 通过 测定 另 
一 种 重 白 的 存在 作为 标准 化 的 内 对 外 以 点 和 葛 疫 印迹 的 阳性 对 租 ， 这 种 蛋白 道 常 蚌 
看 家 和 蛋白。 如 细胞 骨架 或 扶 糖 体 蛋 白 、 或 者 是 同 … 研 究 途 径 中 已 经 证 实 存 在 的 另 
一 种 蛋白 。 


三 、 相 互 作 用 特异 性 的 对 照 实 验 


对 照 设置 对 于 确定 抗体 及 蛋白 - 曙 白 作用 的 特异 性 是 必需 的 。 当 蛋白 被 标记 
以 不 同 的 标 付 时， 对 照 是 比较 容易 设立 的 。 我 们 以 是 种 避 白 A 和 旦 的 相互 作用 
来 说 明 这 个 问题 ， 蛋 白 A 和 B 在 细胞 内 有 天 然 存 在 的 形式 ， 它 们 是 没有 标签 标 
记 的 ， 称 作 non-A 和 non-B。 我 们 分 别 将 A fl B 标记 Myc 和 HA 标签 ， 称 作 
Myc-A 和 HA-B。 将 二 者 的 质粒 共 转 染 到 宿主 细胞 肉 表达， 标记 的 和 未 标记 的 蛋 
白 于 是 共存 于 细胞 内 ， 但 是 前 者 的 量 要 稍 多 于 后 者 。 以 Myc 抗体 结合 Myc-A, 
VÀ protcin G-Agarose 结合 Myc 抗体 ， 形 成 复合 物 ， 通 过 离心 与 上 清 得 以 分 离 。 
SUR A 和 B 蛋白 存在 相互 作 用 ， 那 么 Myc-A 既 可 以 与 HA-B 结合 ， 也 可 以 与 
non-B 结合 ， 两 种 形式 的 B 蛋白 因此 可 以 被 A 蛋白 共 沉 淀 而 被 包含 在 上 述 复 合 物 
中 。 以 HA 抗体 对 免疫 沉淀 物 进行 Western blot 检测 ，HA-B 即 可 被 检测 出来 ， 
而 non-B 则 不 能 与 HA tubi RES, AT Son ded. BIBT Si Myc 和 HA 
HEA TINTA ATE ERR, HERA HA 标记 的 蛋白 也 检测 不 出 来 。 通 过 以 
土 设置 ， 可 以 确定 抗体 及 相互 作用 的 特异 性 。 

如 果 抗 体 不 是 针对 标签 而 是 针对 天 然 形 式 的 蛋白 ， 那 么 使 用 缺失 此 蛋白 表达 
的 细胞 系 是 一 种 上 策 。 当 然 ， 前 提 是 存在 这 样 的 细胞 系 ， 此 蛋白 的 缺失 表达 对 于 
细 驳 的 生存 没有 致命 的 影响 。 如 果 上 述 策 略 不 实用 ， 最 通用 的 办 法 是 用 预 免 疫 曾 
清 (preimmune serum) 或 同一 物种 来 小 的 与 蛋白 没有 特异 结合 的 抗体 《比如 正 
MO RRR GH) 预先 免疫 沉淀 ， 以 预 清 除 (pre-clear) KERER., E 
后 丙种 对 照 不 能 完全 排除 间接 结合 目的 蛋白 的 可 能 性。 

WHEE A/G-Sepharose (5X Agarose) FETTER A: 4 il oc RRR YS 
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后 ， 接 下 来 就 可 以 免疫 共 沉 证 特异 结合 的 蛋白 。 下 面 的 方法 是 一 种 使 用 了 pro- 
tein A/G-Sepharose “(Agarose 也 可 ) 的 标准 方案 。 其 他 的 方法 如 使 用 上 GST TREE 
和 谷 胱 甘 肘 -Agarose 的 方法 不 在 此 详 述 。 操 作 中 也 使 用 的 缓冲 液 与 微量 离心 管 等 都 
必须 在 冰 浴 条 件 下 和 低温 离心 机 中 进行 。 

材料 

AE AHR 

抗体 

5 mol/L NaCl 

protein A/ G-Sepharose 

2 x SDS-PAGE Fé dh 28 nh W 

i BL 

其 他 SDS-PAGE 和 Western bot Hr ge B9 x Aa Sim e 


步 又 

1) WBA, ORM DRA, Sao Fak. 
0.5mg~ 14 mg 全 细胞 提取 物 
ipg 抗体 
5 mol/L NaCl 母液 稀释 至 100 mmol/L. NaCl 
0.5 ml HITER h 

2) IURIBUS OLEJU, SKI 90min {此 时 间 可 以 根据 实际 情况 延长 与 
缩短 )， 随 机 秋 转 离心 答 使 溶液 充分 混 匀 ， 这 样 的 操作 可 以 在 特定 的 旋转 
混 名 器 .上 进行 。 

3) 4 人世 下 以 艇 大 转速 离心 10min， 去 除 沉淀 ， 将 上 清 转 移 到 一 新 的 离心 管 。 

4) 加 入 30pl protein A/G-Sepharose 5130. (£ 25~ 30ul HAA), INA BLE 
ES protein A/G-Sepharcse “324 

5) 4C TELLE IRA] 30—60min, EE B ELE e T ETE 

6) 4'C F 1000 r/min Bb 30s, ULIE protein A/G-Sepharose; 

7) 以 1ml E E ICUCUE ERE CHE TK LUE Ko BORER, ERD BAR 
HAGE 3 KE, BUDS DR bg. dtp oe Ee RR P 
的 重 白 酶 抑制 剂 不 可 省 去 ， 尽 管 其 价格 比较 高 。 

8) 从 最 后 一 次 的 次 心 产物 中 吸 净 上 清 ， 小 心 不 要 吸 走 Sepharose, WMA 25pl 
2 x SDS-PAGE 样品 缓冲 液 。 

9) AMAA Smin, Bo, BR LH, SDS-PAGE 分 离 。 

10) 等 址 的 样品 用 于 Western blot Er, 4 SUELE aR Ae Roi CES 
本 身 或 其 偶 联 的 标签 ) HOCR-HREHRM. A E MUR HE Dog 
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为 阳性 对 照 。 


试剂 与 溶液 配方 〈 使 用 去 离子 的 双 蒜 水 配制 所 有 试剂 ) 
SBE SEL BE Be HE 

50 mmol/L Tris - Cl, pH7.5 

15 mmol/L EGTA 

100 mmol/L NaCl 

0.196 (V/V) Triton X- 100 

以 上 配制 完成 后 存 于 40C ， 临 用 前 如 入 ， 
XSAN CCA P) 

1 mmol/L DTT 

1 mmol/L PMSF {最 后 加 入 }) 


1000 x 蛋白酶 捉 制 剂 混合 物 GEF DMSO) 
5 mg/ml chymostatin 

5 mg/ml pepstatin A 

5 mg/ml leupeptin 

5 mg/ml antipain 


np RS TE - 20€ RTE 1 ^F. 
四 、 免 疫 共 沉 深 技 术 的 其 他 分 析 


共 沉 演技 术 是 一 种 有 力 而 叉 简 便 的 检测 蛋白 与 重 日 之 间 物 理 作用 的 方法 。 它 
之 所 以 能 用 于 这 类 研究 ， 有 和 如 下 的 原因 。 首 先 ， 作 为 蛋白 亲 和 层 析 的 一 种 形式 ， 
这 种 方法 共有 足够 的 灵敏 度 来 检测 纶 的 相 了 作用; 其 次 ， 共 沉淀 实验 在 1 mg 全 
细胞 提取 物 内 进行 ， 坚 白 所 处 的 衫 床 条 件 与 环境 条 件 都 是 最 接近 天 然 状态 的 ， 能 
够 反映 体内 的 相互 作用 情况 ， 这 使 得 共 沉 演技 术 成 为 与 酵母 双 杂 交 相 结合 使 用 的 
很 好 的 一 种 鉴定 蛋白 -蛋白 相 互 作用 芍 手 段 。 人 在 酵母 双 鸭 交 中 ， 当 蛋白 填 结 构 域 
由 于 折 玖 变化 而 不 正确 地 暴 韦 时 ， 可 以 导致 假 阳性 的 出 现 。 另 外 ， 并 非 所 有 的 蛋 
白 都 能 适用 于 醇 竹 双 杂 交 体 系 ， 因 此 阴性 的 结果 有 时 可 能 首 盖 了 走 正 的 相互 作 
轩 。 共 沉淀 技术 因此 也 是 酵母 双 杂 交 技 术 的 一 种 互补 。 

然而 ， 需 要 提醒 注意 的 是 ， 从 细胞 提取 物 中 共 沉 淀 两 种 重 白 也 不 能 充分 地 说 
明 这 种 特异 的 和 互 作用 就 能 在 体内 发 生 。 还 需要 其 他 的 实验 给 以 优 证 ， 比 如 细胞 
共 定 位 的 研究 (多 本 章 第 三 节 ) 和 功能 相关 性 分 析 。 

当 进 行 共 沉淀 实验 时 ， 非 常 重要 的 一 点 是 从 两 个 方 和 站 分别 进行 具 沉 淀 ， 即 以 
EA A 的 抗体 免疫 沉淀 ， 以 蛋 日 了 的 抗体 免疫 检测 ; 同时 以 旺 白 也 的 抗体 免疫 
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JE, BEG A 的 抗体 免疫 窒 测 。 这 样 做 可 以 提供 更 为 信服 的 证 据 表 明 一 者 相 
互 作用 的 存在 是 让 实 的 。 但 基 ， 有 时 只 能 从 一 个 方面 成 功 地 免疫 共 沉 淀 。 比 如 ， 
蛋白 结合 抗体 或 其 他 亲 和 试 剂 阻 断 了 同 另 一 种 蛋白 的 结合 ， 或 者 由 于 和 蛋白 结合 比 
例 的 差别 造成 ， 刁 如， 蛋白 A 可 以 结合 除 蛋 白 吕 之 外 的 其 他 许多 蛋 和 外 ， 而 疏 白 BB 
则 相反 ， 太 部 分 只 能 与 蛋 各 A 结合 ， 在 这 种 情况 下 ， 最 为 有 效 的 方法 是 免疫 沉 
REAR PERÄ As 

蛋 昌 /全 细胞 裂解 物 的 制备 与 免疫 沉淀 的 条 件 可 变性 比较 太 ， 哪 种 更 为 有 效 ， 
要 看 情况 而 定 。 当 由 互 作用 检测 不 到 的 时 候 ， 可 以 将 条 件 的 严谨 度 放 迭 ， 比 如 降 
低 盐 浓 度 ， 减 少 其 至 去 除非 离子 去 污 剂 。 根 据 相互 作 用 的 强度 ， 可 以 调整 缓冲 液 
的 组 分 ， 如 196 Triton X-100, 0.5% 脱氧 胆 酸 钠 ，0.1% SDS, 

此 外 ， 有 必要 提高 蛋 自 的 表达 水 平 ， 使 之 更 容易 被 检测 与 共 沉 浴 。 表 达 水 平 
有 一 个 范围 ， 太 商 也 不 全 是 好 事 ， 它 会 使 得 相互 作用 变 得 不 受 调 节 。 当 表达 水 平 
不 能 得 到 很 大 提高 时 ， 可 以 增加 免疫 共 沉 淀 所 用 的 全 细胞 提取 物 的 最 ， 目 的 是 使 
其 中 所 包含 的 目的 蛋 摇 的 量 足 以 共 深 淀 4。 国 此 ， 最 好 是 使 全 细胞 提取 物 的 淡 
度 较 高 ， 这 样 使 用 较 小 体积 就 可 达到 实验 需要 。 当 一 种 蛋白 在 细胞 肉 内 涯 表达 很 
低 时 ， 吉 以 过 表达 标签 标记 的 蛋 各 ， 大 规模 表达 ， 再 通过 一 定 的 方法 浓缩 ， 使 蛋 
白 浓度 增 大 。 

免疫 共 沉 淀 中 最 为 重 旨 的 目标 是 获得 一 个 信 噪 比 低 、 背 景 干净 的 结果 。 改 变 
某 些 参 数 可 以 提高 免疫 共 沉 淀 的 成 功率 。 其 中 之 一 是 优化 免疫 沉淀 所 用 的 抗体 。 
Protein A-Sepharose 和 protein G-Sepharose 可 以 给 出 相当 于 抗 Ig (LABS. f 
用 直接 偶 联 有 Sepharose HHA AIRED, SERER, WI, RASS 
RER HHS FERIA AE A RACE SEL T RR, RAR BT 
E TCI A AR RE E BB 46 5 68 Bt EDS DC E RE > 38 OY o 

Protein A/G 对 于 不 同 物 种 来 源 的 抗体 具有 不 同 程度 的 亲和力 ， 可 以 根据 下 
面 的 表 11-1 列 出 的 亲和力 比较 选择 合适 的 种 类 用 于 免疫 共 沉 淀 。 

还 有 一 些 其 他 的 降低 背 最 的 方法 。 首 先 ， 在 100 000 g 的 高 转速 下 离心 ， 可 
以 更 好 地 分 离 细胞 提取 物 ， 击 且 可 以 直接 用 于 免疫 沉淀 ， 而 不 需 经 过 冷 凉 ， 这 样 
可 以 提高 沉淀 的 效率 。 其 次 ， 裂 解 缓冲 液 与 免疫 共 沉 淀 缓冲 渡 中 都 可 以 加 入 196 
BSA 来 降低 非特 异 的 结合 。 第 和 三， 全 细胞 提取 物 可 以 与 protein A/G-Sepharose Ti 
SMA, USERRA HEA, AA, CHIRE SRA ee 
Arg RMR RA. BE, nheptikdyUGR WARE CHE 
白 ， 但 这 样 做 同时 也 会 减少 特异 结合 的 相互 作用 的 蛋白 的 量 。 另 外 ， 还 可 以 制备 
自 的 蛋白 更 浓 的 细胞 提取 物 ， 比 如 ， 如 时 已 知 目 的 蛋白 次 核 蛋白 ， 就 可 以 提取 核 
裂解 物 用 于 随后 的 实验 。 最 后 ， 可 以 选用 更 容易 出 好 结果 的 抗体 标签 标记 目的 蛋 
E. 
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# 11-1 protein A/G 与 不 同 物种 抗体 的 亲和力 比较 


Antibody Protein A Protein G 
Human 十 十 十 二 二 十 十 十 
Horse + + 1 十 十 十 
Cow ++ 二 十 十 十 

Pig 十 十 二 +++ 
Sheep +f- ++ 
Goat - ++ 
Rabhi 十 十 十 十 十 十 十 

Chicken : + 
Hamster + 十 十 

Guinea pig 十 十 十 十 ++ 

Rat tí- ++ 
Mouse ++ ++ 


令 人 信服 的 结果 应 该 在 至 少 3 次 独立 的 实验 中 稳定 地 重复 出 来 。 
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第 三 节 细胞 共 定 位 技术 


不 论 是 转 染 到 细胞 内 的 质粒 过 表达 的 蛋白 质 产物 ， 还 是 细胞 内 源 性 的 基因 表 
达 产 物 ， 在 细胞 内 都 会 有 特定 的 定位 ， 随 着 细胞 周期 的 变化 、 发 育 阶 段 的 不 同和 
组 织 分 布 的 差异 ， 同 一 种 蛋白 的 定位 可 能 还 会 发 生 一 定 的 变化 。 目 前 ， 已 经 发 展 
了 密 种 方法 来 确定 电 白 质 在 细胞 内 的 分 布 。 比 如 细胞 和 不同 组 分 的 分 布 抽 提 法 、 运 
用 荧光 显微镜 直接 观察 等 方法 是 目前 比较 适用 于 实验 室内 操作 的 、 技 术 相 对 比较 
成 熟 的 两 种 技术 。 由 于 它们 在 蛋白 质 - 蛋 白质 相 切 作用 领域 ， 特 唱 是 近年 来 在 蛋 
白质 组 学 研究 中 的 应 用 越 来 越 广泛 ， 本 市 将 对 这 一 类 技术 作 简 要 的 介绍 。 


一 、 利 用 荧光 蛋白 融合 技术 研究 蛋白 的 细胞 内 定位 


REAA (green fluorescent protein, GFP) 由 238 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 
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最 早 从 华盛顿 星期 五 港 水 域 的 维多利亚 水 母体 内 克隆 得 到 DJ。 乒 来 发 现 其 他 品 
种 的 水 母 也 存在 类 似 的 荧光 蛋 片 。 一 些 星 攻 动 物 通 过 体内 的 莹 光 素 酶 氢化 荧光 
素 、 释 放 能 量 ， 激 话 GFP， 和 而 水 母 却 通过 水 母 蛋 白 激 活 GFPI23]。 旧 前 关于 GFP 
的 认识 ， 主 要 来 自 Prasher 等 最 早 得 到 的 克隆 (GFP10.1) E RH UC, 

Chalfie 等 人 进行 了 揭示 GFP 作为 报告 重 自 的 潜在 应 用 价值 的 实验 1。 他 们 
Se Pes FF kt SRP EIR (C. elegans) 中 表达 编码 GFP 的 cDNA 都 能 得 
到 GFP 的 特异 荧光 。 这 一 证 据 有 力 地 证 明了 GFP 蛋白 本 身上 县 有 发 光 功 能 的 荧光 
团 ， 无 敌 其 他 的 辅助 内 子 或 特殊 重 白 的 参与 。 此 后 ， 儿 家 实验 室 党 试 了 GFP E 
困 在 多 种 系统 中 的 洪 运 ， 发 现 GFP ILR R, FRB PA, PRES, HK 
21/45] Hn BEL RU OC Fs gti 98 22 25 0 Ae 45 2€ 5057051. GFP 是 一 种 独特 的 报告 基 
办， 不 需 抗 体 、 辅 国 子 、 酶 底 物 等 其 他 成 分 。GEP 不 影响 宿主 细胞 ， 两 而 可 以 
Sie. BRR. IERE GFP 的 活 细 和 胞 。 

目前 已 经 得 到 上 GEP 的 晶体 ， 其 立体 结构 也 得 以 阐明 ， 在 Brookhaven 国家 
实验 室 网 址 http;Ay www. pdb. bul. gov/browse _ it. 491. D. 8391 ema, GFP 由 
113k4E89 a UD AS FIL ELEB 7-1 p AE E ZH XS BA IE (E E - T a e RB S E 
ABH. RARER, MOSS Pe RE -- EIR 232 个 残 基 都 是 GFP 
FE BE yc HS! YE Se EDIDI] GFP 92OCBEE 5 3X Ha A BRL, 

由 于 细胞 本 身 没 有 GFP ER, GFP 和 另 :- 基 因 的 编码 区 相连 得 到 的 融合 
体 可 以 研究 目的 蛋 里 的 定位 。 在 许多 细胞 中 ，GFP 刚 名 地 分 布 于 细胞 质 、 细 胞 
核 和 诸如 轴 突 的 也 端 突 起 。 激 光 共 聚焦 显 征 术 发 现 ， 只 有 可 状 小 泡 没有 标记 壮 
光 。 同 时 ，GFP 也 并 不 是 在 所 有 的 细胞 系 中 都 能 如 此 均匀 地 分 布 ， 例 如 ， 在 
COS 细胞 中 ，GFP BS) ARBOR. TARE SM, SPAT 
合 恒 白 产 生 的 荧光 之 前 ， 首 先 研究 GEP E—TRM AA EO EL 8 dE 
常 重要 。 

美国 的 CLONTECH 公司 开发 了 一 系列 活 细 胞 荧光 定位 观察 的 载体 ， 具 有 如 
TRA: 可 以 直接 检测 与 观察 ， 确 定 目的 蛋白 的 定位 ;不 依赖 于 物种 ， 可 以 在 细 
BH. MEHR. SEHE. £O B. BECK. JUGE. REA. AD Se Rise 
细胞 内 表达 ; PRERE 24h, TETRA, EET RE bt, ABH 
细胞 内 ， 荧 光 在 数 月 后 仍 可 以 检测 得 到 。 鉴 于 以 上 优点 ， 目 前 国际 上 许多 实验 室 
都 是 应 用 CLONTECH 公司 开发 的 产 铝 。 其 荧光 载体 携带 的 荧光 蛋白 分 为 两 类 ， 
一 类 是 前 面 提 到 的 绿色 莹 光 避 白 ， 而 且 就 是 最 时 所 发 现 的 维多利亚 水 母 〈Ae- 
quoria Victoria) 体内 的 于 种 ， 妍 罕 人 员 对 野生 型 的 GFP 进行 了 定点 突变 ， 得 到 
了 三 种 变异 形式 ， 分 别称 为 EGFP、ECFP、EYFP， 当 受到 紫外 线 或 蓝 色 光照 射 
的 时 候 ， 可 以 激发 显示 出 绿色 荣光; 另 一 类 是 红色 荧光 蛋白 ， 是 1999 年 在 印度 - 
太平 洋 生 存 的 一 种 名 叫 Discosoma 的 海 生 珊 萌 虫 体内 发 现 的 扣 1， 这 种 新 发 现 的 
ALS RA GFP 没有 任何 同 源 性 ， 这 以 在 哺乳 动物 细胞 内 高 表达 ， 编 码 
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227 TAER., VIL EISE SE PE YE RETE AE BE 本 一 定 的 密码 子 修饰 ， 使 之 草 适 合 
于 在 哺乳 动物 细胞 内 表达 。 除 此 之 外 ，CLONTECH 还 开发 了 适合 在 大 肠 杆 苦 和 
酵母 细胞 内 表达 的 载体 ， 采 用 lac RSA AE CMV IE 启动 子 。 常 用 的 适合 哺乳 
动物 细胞 体系 表达 的 载体 名 称 是 : pEGFP-N1/2/3; pEGFP-C1/2/3; pDsRedl- 
Nl; pDsRed1-C1; pECFP-N1; pECFP-Cl; pEYFP-N1; PEYFP-Cl。 其 中 人 代表 
名 克隆 区 有 即 外 源 上 基因 在 GFP 或 RFP 的 氨基 端 ，C 代表 多 克隆 区 即 外 源 基因 在 
GFP 或 RFP BLUE, N1/2/3 分 别 代表 三 种 读 码 框架 。 

利用 包含 翻译 起 始 位 点 和 终止 位 点 的 引物 ，PCR 扩 增 靶 基 因 ， 构 建 重 组 克 
隆 。 在 引物 中 还 需 引 入 合适 的 限制 性 酶 切 位 点 ， 所 谓 合 适 是 指 存 在 于 载体 多 克隆 
区 、 市 在 插入 的 外 源 基 因 内 部 不 包含 的 限制 性 内 切 酶 。 通 过 PCR 技术 扩 增 到 两 
端 附 加 了 和 栈 切 位 点 的 外 源 基因 片段 ， 与 工 载体 (可 以 很 方便 地 从 PROMEGA 等 
公司 购买 到 商品 化 的 载体 ) E, DNA 测序 确认 外 源 基因 的 序列 未 发 生 突 变 ， 
而 后 再 从 工 载 体 土 毕 过 设计 的 酶 切 组 合 切 下 外 源 基 因 ， 平 克隆 到 PEGFP-N1 等 
载体 中 ， 即 完成 蒋 光 定位 表达 质粒 载体 的 构建 。 

利用 荧光 定位 载体 可 以 很 方便 地 研究 丙种 或 两 种 以 上 和 蛋 宙 的 定位 情况 。 如 果 
蛋白 与 蛋白 之 癌 在 在 生理 的 相互 作用 ， 那 么 它们 在 空间 上 可 能 具有 共 周 的 细胞 内 
定位 ， 或 者 ， 一 种 盘 晶 的 表达 会 影响 到 男 一 种 彼 白 的 定位 情况 。 因 此 ， 在 研究 多 
种 蛋白 之 间 是 否 存 在 共 定 位 时 ， 每 一 种 蛋白 的 单一 定位 是 必须 要 考 虚 的 阴性 对 
Hd. FEEL pEGFP-N1 和 pDsRed1-N1 两 种 载体 为 例 ， 艇 释 研 究 两 种 筷 白 A 和 HH 
是 香 存 在 共 定 位 的 过 程 。 

首先 ， 按 照 前 述 的 方法 构建 pEGFP-NI-A 和 pDsRed1-N1-B 两 种 重组 质料; 
然后 通过 牙 质 体 介 导 或 其 他 合适 的 转 染 方法 ， 将 以 上 质粒 “单独 ”和 “共同 ” 转 
染 真 核 细胞 ，24 一 48h 后 ， 在 常规 的 透射 荧光 显微镜 战 者 共聚 焦 显 微 镜 下 观察 。 
为 了 确定 细胞 核 的 位 置 ， 在 观察 前 最 杂 先 用 冰 甲 醇 在 一 20 宙 固定 Omn, RAH 
4% 4 SE PRE ME 20min， 而 后 用 Hoechst 33258 或 33342 或 者 DAPI RA 
胞 核 10min， 使 之 与 细胞 核 的 DNA/ 染 色 质 结合 ， 再 以 PR RENS. RINK 
WEE A 单独 转 染 时 定位 于 细胞 核 内 ， 肖 和 白 吕 单独 转 染 时 分 布 二 细胞 质 和 细胞 
核 内 ， 并 者 共 转 染 后 在 蓝 色光 激发 下 融合 GFP 的 A 蛋白 定位 于 细胞 核 和 内， 显示 
绿色 ; 在 绿色 光 激 发 下 融合 RFP 的 BRAUER A, BPE, tiA 
再 有 细胞 起 的 定位 ， 赔 明 A 蛋 白 的 表达 影响 了 BRAM, Hz BHR, ff 
核 广 泛 分 布 变化 为 特异 的 细胞 核定 位 ， 而 且 了 和 蛋白 与 A 蛋白 具有 共同 的 核定 位 。 
利用 冷 CCD 照相 机 可 以 拍摄 同一 视野 不 同 激发 光 下 的 不 同 颜色 的 图 像 ， 结 合 
像 分 析 软 件 ， 将 绿色 、 红 色 以 及 细胞 核 -DAPI 显示 的 监 色 等 多 种 图 像 疮 如 ， 更 加 
直观 地 证 明 AA 和 怠 蛋 由 的 共 定 位 以 及 共同 定位 于 细胞 的 什么 位 置 。 

为 了 更 加 确定 性 地 把 握 一 种 蛋 各 质 在 细胞 内 的 精确 定位 ， 仪 仅 常 Hoechst 或 
DAPI 区 分 细胞 核 是 不 够 的 。CLONTECH 公司 的 研究 人 员 开 发 了 一 系列 不 同 亚 
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细胞 成 分 的 定位 marker， 可 以 分 别 将 GFP. CFP. YFP X RFP {分 别 为 绿色 、 
蓝 色 、 黄 色 或 红色 ) 与 代表 特定 亚 组 胞 组 分 的 蛋白 融合 ， 表 达 在 细胞 的 特定 区 
域 ， 作 为 判断 其 他 司 卢 定位 的 标准 。 上 日 前 可 以 获得 的 载体 所 代表 的 亚 细 胸 组 分 及 
HEA SB. 肌 动 纤维 (fee) 一 人 员 动 重 卢 ;， 微 管 一 人 微 管 蛋 召 ; ARM 
ER BRAM RE PEU. 高 尔 基 栖 一 人 8B-1，4 - 半 和 乳糖 基 转 移 酶 ， 腊 一 c-Ha_-Ras 
的 法 尼 栈 化 序列 ; 线粒体 一 细胞 色素 c 气 化 酶 的 亚 基 户 的 各 向 序列 ; 细胞 核 一 
SV40 T -抗原 的 核定 位 信和 号; 过 氧化 物 酶 体 一 过 氧化 物 酶 体 革 向 信号 1。 

在 男 旬 ~-- 些 情况 下 ， 我 们 可 能 会 观察 到 两 种 蛋白 单独 表达 与 共同 表达 的 定位 
结果 相同 ， 而 且 林 县 有 共同 的 细胞 内 分 布 ， 比 如 A BARTERI, BRAS 
布 在 细胞 核 ， 定 位 只 有 明显 的 差异 。 这 个 时 候 我 们 还 是 无 法 确定 地 说 A 蛋白 与 B 
蛋白 就 不 存在 柑 互 作用， 需要 考虑 的 因素 有 细胞 类 型 、 细 胞 周期 、 细 胞 的 生理 状 
态 、 所 受到 的 外 界 信号 刺激 等 。 某 睹 淖 白 的 定位 强烈 依 束 于 细胞 类 型 ， 在 一 种 细 
胞 系 内 可 能 定位 在 细胞 质 ， 在 另 一 种 细胞 系 内 可 能 定位 在 细胞 核 ， 需 要 具体 情况 
具体 分 析 。 很 多 的 研究 结果 显示 ， 蛋 白质 的 礁 酸 化 和 去 僻 酸 化 在 很 大 程度 上 影响 
了 蛋白 的 定位 。 例 如 ， 在 HER2/NEU 过 表达 的 细胞 系 内 ，p21 ROMER 
重 白 质 的 合成 之 后， 可 以 进入 细胞 核 内 ， 调 控 细 胞 周期 的 变化 。 但 是 ， 当 p21 被 
HAR DARAI Akt/PKB 梳 酸 化 之 后 ， 就 不 能 进 和 人 细胞核 ， 而 被 阻 滞 字 细胞 
质 内 。 国 此 ， 共 和 定位 的 研究 要 充分 考虑 到 多 方面 的 复杂 的 细胞 内 因素 ， 苑 其 是 在 
开展 重 里 质 组 学 方面 前 研究 时 ， 特 异 的 组 织 与 发 育 阶 段 ， 可 能 使 我 们 得 出 的 结论 
AREA, RP. 

GFP MAA HH I TEE ERE EE A I, A HE, BY ed 
FRE IE ASIA UR AEE, (RARER RRS, A 
大 多 数 细胞 内 没有 内 源 性 的 GFP RE, ALR AS GFP 的 融合 蛋白 必须 经 过 
ek, (EMMA DRA, THM, ATURE RAE eA ee 
同上 生 理 条 件 下 的 自然 分 布 有 差异 ，: 因 此 建议 在 过 表达 实验 进行 之 后 ， 再 通过 下 面 
将 要 谈 到 的 免疫 荧光 技术 来 确定 内 源 表 达 蛋 白 的 定位 。 


二 、 免 疫 荧 光 法 研究 蛋白 -蛋白 之 间 的 细胞 共 定 位 


免疫 荧光 桨 色 的 基本 原理 是 将 已 知 的 抗体 或 抗原 分 子 标记 上 荧光 素 ， 再 与 其 
相对 应 的 抗原 或 抗体 起 反应 ， 从 而 形成 的 免疫 复合 物 上 带 有 一 定量 的 荧光 素 ， 在 
荧光 显微镜 下 就 可 以 看 见 发 出 荣光 的 抗原 抗体 结合 部 位 ， 检 测 出 抗原 或 抗体 。 用 
已 知 的 莞 光 索 标记 抗体 检测 相应 抗原 的 方法 称 荧光 抗体 法 ， 用 已 知 的 荧光 素 标记 
芒 原 检测 相应 杭 体 的 方法 称 为 荧光 抗原 法 。 

按照 抗原 抗体 反应 的 结合 步骤 ， 免 疫 欧 光 染色 方法 可 以 分 为 以 下 三 种 。 
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1. 直接 法 
用 荣光 喜 标 记 的 特异 性 抗体 友 接 与 相应 抗原 结合 ， 以 检查 出 相应 的 抗原 或 分 。 
2. [ai 


检测 未 知 抗原 时 先 有 四 特异 性 抗体 与 相应 抗原 结合 ， 洗 去 未 结合 的 抗体 ， 再 用 
荣光 素 标 记 的 抗 特异 性 抗体 (间接 荧光 抗体 ) 与 特异 性 抗体 相 结 合 ， 形 成 抗原 - 
特异 性 抗体 ~ 间接 荧光 抗体 的 复合 物 。 在 此 复合 物 上 上 带 有 比 直接 法 更 多 的 荧光 标 
记 物 ， 所 以 ， 此 法 比 声 接 法 敏感 。 和 检查 未 知 抗体 时 ， 先 出 已 知 抗原 与 细胞 或 组 织 
中 的 抗体 芭 庶 ， 再 与 特异 性 菊 光 抗体 反应 形成 抗体 -抗原 -特异 性 荧光 抗体 复合 
物 。 或 用 固 相 己 知 抗原 办 得 液 相 【如 血清 ) 中 的 抗体 ， 形 成 抗原 -抗体 -间接 荧光 
抗体 复合 物 ， 从 而 将 抗体 检查 出 来 ， 称 夹心 法 。 


3. 补体 法 


用 特异 性 抗体 和 补体 的 混合 液 与 标本 上 的 抗 床 反 应 ， 补 体 就 结合 在 抗原 抗体 
复合 物 上 ， 再 用 抗 补 体 的 荣光 抗体 与 补体 结合 ， 从 而 形成 抗原 -抗体 -补体 - 抗 补 
体 蒙 光 抗 体 复 合 物 。 荧 光 显 微 镜 下 所 见 阳 性 荧光 即 为 抗原 所 在 部 位 。 补 体 法 不 仅 
敏感 ， 而 且 不 党 特 红 性 抗体 种 属 的 限制 ， 适 用 于 各 种 不 同 种 动物 抗体 的 检查 方 
法 。 

在 研究 蛋白 质 与 蛋白 质 相 和 到 作用 的 实验 中 ， 最 常用 的 免疫 荣光 技术 是 间接 
法 。 抗 原 即 是 我 们 所 要 研究 的 驾 重 白 。 有 些 情况 下 ， 我 们 可 以 将 丢 基 因 构 建 到 商 
品 化 的 表达 载体 上 ， 因 此 可 以 选择 的 特异 性 抗体 既 可 以 是 抗 表达 载体 上 的 标签 的 
商品 化 抗体 (比如 ，CLONTECH 公司 开发 的 pCMV-Myc 载体 和 Invitrogen 公司 
开发 的 peDNA3. 1-Myc/His 表达 载体 都 设计 有 Myc 表 位 抗原 ， 可 以 同 Myc 抗体 
特异 结合 )， 也 可 以 是 抗 靶 蛋白 的 特异 性 抗体 〈 如 果 没 有 商品 化 的 抗体 ， 需 要 制 
备 是 量 抗 原 ， 和 免疫 动物 ， 制 备 抗 体 )， 增 加 了 操作 的 灵活 性 。 这 种 抗体 我 们 将 之 
称 为 一 抗 。 所 谓 的 同 接 荧光 抗体 ， 是 偶 联 让 芍 光 素 的 二 抗 ， 二 抗 具 有 物种 特异 
性 ， 但 不 具有 抗原 特异 性 ， 央 此 ， 一 种 二 抗 可 以 应 用 于 许多 种 -一 抗 。 南 且 经 过 
抗 、 二 抗 两 级 结 台 ， 可 以 将 信号 放大 ， 因 此 间接 法 比 直接 法 更 为 灵敏 ， 尽 管 在 操 
作 上 稍微 复杂 一 些 。 

可 遂 过 选择 不 同 的 荧光 素 种 类 ， 分 别 标记 不 同 的 蛋白 ， 研 究 同 -个 体系 内 不 
同 种 蛋白 的 定位 情况 。 最 常用 的 荧光 素 有 FITC 和 TRITC、Texas red,- Rho- : 
damine。 前 者 其 有 类似 GFP 的 观察 效果 ， 可 以 发 时 色 荧光 ; 后 二 者 其 有 类 似 
RFP 的 观察 效果 ， 可 以 发 红色 荧光 。 

下 面 的 程序 是 一 个 具体 的 例子 ， 以 说 明 这 种 方法 的 操作 。 

实验 目的 ， 检测 GSK-38 IWE RH (B-tubulin Il) 是 否 基 有 共 定 位 ; 
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BERT. 

1) SAIS FE: A AS HERA A AR SH-SYSY 接 常 规 方法 培养 在 六 和 孔 板 或 
XE A E. 

2) 国定 : ME 490 SRR (X) 10090 ZKkIHRE, Li PBS/TBS HRA 
KK, Met PBSATBS， 立 即 固定 ， 可 以 选择 如 下 两 种 方法 中 的 一 种 ; 

PRR A (RAMs): 

a. 将 细胞 在 100% OK ABE - 20°C 国定 10min; 

b. 室温 下 以 TRS HEHEA 3, BHR Smin: 

以 TBS 新 鲜 配 制 的 0.1% 88 LACAN JE AW Smin; 

. dA PEA TBS HEIR 3K, HEU 5min, WE TBS, 4% BEI E TRS A, 

继续 下 面 的 封闭 步 又 。 

多 票 甲醛 固定 法 (ZRK): 

a. 将 细胞 划 496 ERRAR rp ERLEBT RE. 10min; 

b. KA TBS DEIR mB H- UK, EP TBS, DÀ 0.296 Triton X-100 室温 处 理 
5min 或 100% 2K FARE ~ 20°C 处 理 5min; 

c. 室温 下 以 TRS HER 3 IK, EX 5min; 

d. LA TRS 新 鲜 配制 的 0.1% GAS ky BOR AP Smin, T$ TBS, RRR 
HOE TBS A, ARSE PBA EE, 

3) 封闭 : 

在 封闭 滚 〈10% 蕊 或 羊 血清 ,1% BSA, 0.02% NaN,, 1X PBS) 中 室温 
EB] 40~60min, MAELA PBS Hi — IR, 5min; 

4) WA --ti—— BL GSK-3p 单 克隆 抗体 (REIS 2% BSA 的 PBS 
P), TUPLE REA tOue/ml, 4C MRE, CEE. 当 第 -次 使 用 某 种 
PERET, SE ACRES aR RE BRS A a, A ee RME 
ERR.) 

5) 以 PBS PER 3 1X, ARK 5min; 

6) 加 入 FITC 个 联 的 抗 小 鼠 抗 体 〈 二 抗 ， 和 稀释 到 含 2% BSA 的 PBS 中 )， 二 
PARE A l0ng/ml UAE 1h (EE; 

7) AS --ABRA, MADR Siobulin 看 单 克隆 抗体 ORES 29 
BSA 的 PBS M), fif EPR AEA 21gg/ml, RATE 1h; 

8) 以 PBS PEUR 3 次 ， 每 次 Smin; 

9) 加 入 Texas red f EE hpb aie CL po, BRYRS 296 BSA 的 PBS 
HI), Texas red IREA Spg/ml, YARRA Lh; 

10) LAL VR ZH FÉ dà LÀ. PBS 洗 洒 1 次 ， 去 离 了 于 水 洗涤 2K, TRE 
SÜng/ml DAPI (以 水 溶解 ) v, GEAR, EAT th; 

11) EXE FoR ORE, TÉ RRS b, SOL ARTE PRE, FO FREI 


a 


a 
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的 是 GSK-38B 的 定位 ， 市 红色 荧光 下 观察 到 的 是 B— tubulin MEJE M, 


免疫 荧光 与 (FP 融合 盘 明 技术 相 比 ， 基 有 可 以 检测 内 源 性 重 扬 表达 的 优势 、 
因此 可 以 反应 生理 条 件 下 的 蛋白 质 定 位 情况 。 由 于 两 种 技术 具有 互补 性 ， 所 以 常 
常 在 实践 中 结合 使 用 。 比 如 ， 其 中 … 种 蛋白 可 以 通过 免疫 获 光 技术 来 确定 定位 ， 
而 另外 一 种 则 通过 GFP 融合 技术 来 确定 分 布 。 其 体 如 何 ， 刘 充分 发 挥 和 利用 自 
己 实验 室 的 条 件 ， 合 理 选 择 适合 和 白 己 的 方法 。 


三 、 抽 提 幼 胞 不 同 组 分 的 方法 


前 面 介绍 的 西 种 方法 都 依赖 天 荧光 显微镜 的 使 用 ， 便 于 直接 观察 ， 可 以 非常 
直观 地 说 明 不 同 重 日 质 的 共 定 位 与 个 。 担 是 由 于 效 光 显微镜 或 激光 共 课 焦 显 微 镜 
是 比较 电 贵 的 仪器 ， 华 有 的 实验 室 可 能 不 具备 使 用 条 件 。 这 时 可 以 运用 抽 提 细胞 
不 同 亚 细 胞 组 分 的 方法 来 分 步 分 离 重 白质 ， 然 后 递 过 免疫 印迹 等 方法 确认 所 感 兴 
BE AGE. 

在 过 去 的 40 一 50 年 中 ， 细 胞 的 分 级 分 离 为 生物 学 家 了 解 细 胞 器 和 生物 大 分 
子 的 组 成 各 功能 提供 了 可 能 。 最 近 ， 成 功 地 制备 分 级 的 细胞 匀 桨 物 ( 忆 无 细胞 
体系 或 体外 系统 而 为 大 家 所 知 )， 这 样 就 为 分 子 生 物 学 家 开辟 了 一 个 新 的 舞台 。 

细胞 的 分 级 分 离 过 程 包括 两 个 主要 的 阶段 ， 破碎 网上 胞 ， 然 后 是 细胞 成 分 的 分 
离 。 破 碎 培 养 细 胞 或 组 织 细胞 可 以 采用 渗透 压 冲 击 、 超 声波 振荡 RINE 
前 切 等 各 种 方法 来 实现 。 上 比较 温和 的 破 企 程序 可 以 使 纳 胞 核 、 高 尔 基体 、 线 粒 体 
和 其 他 膜 结构 保持 完整 。 单 层 贴 苹 生 长 的 细胞 培养 物 可 以 在 能 糖 等 淆 缓冲 液 通 
ABA O.25mol/L BR. tT BAR IAAT. BA A 
等 的 等 渗 缓 冲 液 ) POR, HAKH, AA ATR 5) OR PERES 
必 ， 在 一 系列 离心 过 程 中 离心 力 越 来 越 大 。 典 型 的 差 速 离心 顺序 在 表 11-2 列 出 。 
依次 差 速 高 心得 到 的 沉淀 再 进行 超速 离心 。 这 种 远 渐 加 大 离心 力 的 顺序 离心 的 过 
程 将 根据 细胞 成 分 的 大 小 和 密度 来 实现 分 离 。 


表 11-2 美 速 离心 形成 的 沉淀 (以 肝脏 为 例 ) 


inte RCF (gev) x BETA] 内 容 物 
PL 1000g * 10min Mi, Bek, AH A 
P2 3000g > 10min MARK, AAR 
P3 $000 g x 10min HORE, FERRE, MK, Ry abe 
P4 10 000g ^ 10min HORA, TASTE, crete, ATAR 
Ps 20 000g X 10min TEMA, ct Sinemet, a, MTA 
P6 100 000g « 1Omin Bam GEM ADA lil, mg, Be yk 
CSI EI Dealtry, G. H. and D. Rickwood, eds. 1992. Cell Biology labfax, BIOS Scientific Publishers, Ox- 


ford, United Kingdom. } 
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EERSTE EH BETTER. ARTN EERE A AAE A A 
鉴定 ， 因 此 本 节 所 涉及 的 细胞 组 分 抽 提 技术 主要 介绍 从 细胞 培养 物 中 分 离 细 胞 核 
SAMAK. AAMAS HERA ARR ( 见 本 书 其 他 章节 )。 

第 一 步 ， 细 胞 裂解 。 贴 壁 细胞 转 染 48h JS, BR DMEM HESEGE, MARS 
却 的 PBS， 洗 将 细胞 两 次 ， 用 细胞 刮 将 细胞 小 心 刊 下 ，4 辫 离心，1500g，5Smin， 
收集 细胞 沉淀 ， 然 后 加 入 50—100 匀称 缓冲 液 【 配 方 见 下 )， 冰 浴 10min， 再 加 
A1/10—1/5 HR EU] 7596 RETE, HES, 12 000g， 离 心 10min， 去 除 上 清 。 

第 二 步 ， 核 裂解 。 取 沉淀 ， 加 入 so0— 10041 BHR CARA FD), FF 
于 VC dE 30min, 12 000g， 离 心 30min， 取 上 清 ， 即 为 核 蛋 白 深 液 。 

匀 桨 缓冲 液 配方 ， 

10 mmol/L Hepes, pH 7.8 

0.75 mmol/L. spermidine 

0.15 mmol/L spermine 

10 mmol/L KCI 

1 mmol/L DTT 

0.1 mmol/L EDTA 

0.1 mmol/L EGTA 

0.5 mmol/L. PMSF 

I FA ep ab bn. 

1 mmol/L NaF 

1 mmol/L Na, VO, 

1 mmol/L Na; PO; 

10 ug/ml aprotinin 

10 pg/ml pepstatin 

10 ng/ml leupeptin 

核 担 取 缓 冲 液 配方 ， 

50 mmol/L Tris-Cl pH7.5 

420 mmol/L KCI 

5 mmol/L MgCl; 

| .0.1 mmol/L EDTA 

0.2 mmol/L DTT 

10% sucrose 

20% glycerol 

临 用 前 补 加 ， 

0.1 mmol/L PMSF 


* 264 > 


细胞 共 定 位 技术 与 酵母 双 杂 交 、GST pull-down, fS&XEJEtULUE BUR FR 


成 了 目前 国际 上 公认 的 鉴定 蛋白 -蛋白 相互 作用 的 几 种 常 思 方 法 ， 也 是 目前 国内 
实验 室 应 用 较 光 、 技 术 较 为 成 熟 的 研究 方法 ， 晨 功能 基因 组 学 时 代 研 究 基因 功能 
ATT RGR AOE, AU, ARH RRO RK, PR eS 
些 技 术 方 法 的 要 领 ， 
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第 十 二 章 ”多 能 干细胞 定向 分 化 的 
E A os HE 
| 一 、 刍 能 干细胞 
干细胞 (stem cells) 在 延长 自我 更 新 和 分 化 之 间 兵 有 选 拌 能力 。 这 种 命运 选 


择 由 内 部 信号 和 外 部 微 环 境 紧密 调控 ， 其 间 各 种 机 制 未 明 。 在 许多 成 部 哺乳 动物 
| 组 织 内 都 可 鉴定 出 十 细胞 ， 如 : 上 皮 组 织 、 血 液 和 种 系 ， 和 干细胞 通过 分 化 来 补充 


内 正常 细胞 的 老化 和 损伤 去 失 的 细胞 。 和 干细胞 也 在 成 人 器 禄 中 出 现 ， 如 恼 、 胰 
腺 ， 但 只 表现 出 有 限 的 再 生 和 和 更新。 尽管 干 级 胞 在 成 人 组 织 中 有 较 强 的 “ 塑 型 ” 
能 力 ， 它 只 能 形成 -种 有 限 的 细胞 类 型 、 与 之 相反 ， 多 能 干细胞 具有 形 或 各 种 细 
胞 的 潜 方 上 31。 

RAMA SHE AE AERA. SRA PRA, AR AR 
SUR EIE AH URS eT MARS DRAR UTER: © RAPA 
fd (embryonic stem cells, ES 4448), 20 (FHT E XA DRE 8 ABA MAAE 
分 离 出 来 4。 从 那 时 起 ， 人 们 企图 从 其 他 的 种 属 中 产生 具有 相似 生物 学 特征 的 
细胞 系 。 尽 管 这 些 细胞 的 某 些 功能 可 以 复制 ， 但 最 好 的 模式 细胞 仍 是 来 源 于 小 
AD, © 胚胎 种 系 细胞 (embryonic germ cells, EG}、 从 原生 将 细胞 中 分 离 出 来 ， 
即 9.5 一 12.5d 脏 有 贻 期 的 种 系 细胞 前 体 。 轧 有 是 跑 瘤 细胞 《embryonic carcinoma, 
EC)， 蚌 由 畸 胎 冶 细 胞 中 干细胞 成 分 建立 。 所 有 这 三 种 类 型 的 细胞 莉 上 有 相同 的 
TRAE, 20. MEREEN TARA TUR SSEA-1 和 转录 因子 Occ-4 的 表达 、 细 胞 周期 
的 得 G1 期 和 端 粒 紫 的 高 活性 。ES 和 EG 细胞 的 增殖 由 IL-6 家 族 调 控 ， 而 ECH 
胞 来 源 于 恶性 畸 胎 瘤 ， 因 此 并 不 依赖 于 生 长 因子 和 细胞 因子 ， 但 必须 由 化 学 物质 
来 诱导 。 

在 体内 ， 当 ES 和 EG 细胞 被 注射 入 小 鼠 赛 肚 内 ， 则 参与 胚胎 的 发 育 ， 导 鼓 
内 合体 的 产生 。 通 过 同 锋 重组 进行 基因 打靶 之 后 ，ESs 细胞 证 广泛 应 用 于 小 鼠 的 
“基因 剔除 ”。 为 鲜 究 外 狐 性 基因 对 胚胎 发 育 的 组 成 性 表达 的 影响 ， 可 进行 “基因 
插入 ”的 分 析 。 在 体外 ， 当 ES 和 EG 细胞 聚集 培养 形 碟 胚胎 小 体 《embryoenic 
body, EB) 时 ， 可 自发 产生 分 化 。 因 此 ， 这 种 培养 体系 被 作为 ES 细胞 的 体外 分 
化 模型 ， 四 来 研究 细 艳 的 分 化 和 基因 表达 谐 [1。 
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下 能 保持 未 分 化 状态 ， 这 种 县 有 无 限 增 殖 能 力 的 多 能 干细胞 可 广泛 用 于 各 种 发 育 
AX. ACR ALEK ES 细胞 都 具有 分 化 成 组 织 特异 性 的 干 / 祖 细 了 胞 的 潜能 。 
然而 ， 对 于 每 种 组 纪 和 区 域 性 的 细胞 种 类 而 言 ， 在 发 育 过 程 中 所 要 求 的 系列 生长 
因子 和 细胞 因子 、 级 联 放大 的 转录 因子 和 必须 与 成 澳 细 胞 表 型 协调 的 相关 基因 产 
物 是 不 同 的 。 实 际 上 ，ES 细胞 可 以 产生 任何 细胞 类 型 无论 在 体 肉 ， 还 是 在 体 
外 ， 因 此 可 达到 全 能 细胞 的 标准 P1。 

在 未 分 化 状态 ，ES 细胞 玫 达 碱 性 磁 酸 酶 和 系列 表面 精 类 抗原 表 人 位。 不同 阶 
发 特异 性 的 肛 胎 抗原 (SSEA) 可 明确 人 (SSEA-3、4) AERA (SSEA-1) ES fH 
胞 所 处 的 阶段 1。 在 多 能 细胞 群 中 ， 和 干细胞 的 维持 需要 转录 因子 Oet-4 的 表达， 
34 ES 细胞 被 触发 户 生 分 化 时 ，Qet-4 表达 下 调 。 体 内 突变 显示 ; ERE 
Oct-4 的 丢失 可 导致 内 细胞 团 分 化 为 外 滋养 层 细胞 ,近来 的 研究 表明 ， 太 约 
5096 一 150% 的 内 源 性 表达 水 平 才 能 允许 进行 全 能 干细胞 的 自我 更 新 和 维持 1。 
目前 ， 已 发 现 Oet-4 呈现 一 种 种 属 何 相似 的 行为 规律 中。 急性 时 相反 应 因子 
STAT3， 被 几 种 分 化 相关 的 细胞 因子 亚 家 族 所 激活 ， 可 产生 与 Oct-4 行为 相关 的 
多 能 干细胞 的 维持 。 白 血 病 抑 制 因 子 (Leukemia inhibitor factor, LIF) 相关 前 细 
胞 因子 似乎 是 小 妇 ES 细胞 的 原型 有 丝 分 裂 原 。 队 ES 细胞 培养 介质 中 撤除 LIF 
将 导致 Oet-4 的 表达 隆 低 ， 同 时 启动 ES 细胞 的 分 化 "i。 

ES Ai fidt 18137 Et HR RC SX, LIF 等 分 化 抑制 因子 存在 的 条 件 下 ， 能 保持 未 分 
化 状态 。 撤 除 LIF, ES 自发 分 化 ， 形 成 多 细胞 聚合 体 ， 即 EB. EB 的 发 育 重演 
TRRATE, EBPENAMR OAR RE. ARAB. BPR, 
VW Ri SARA A a, a EA. ORE, UE, RHE 
Fed De Pe A A LA e U00,— ix 6 tt p Ae Hz ER Hs (NT SR 
PEI ROS EEA A, FANGS RSP DEO O8 8E OE PN EI RES BL 
Wy, 检测 分 化 中 EB 31509 RS REAN, Iso ELI ARE RE NAE 
达 的 基因 和 相 比 ， 发 现 体外 表达 的 这 些 基 因 无 论 众 时 间 还 是 从 空间 顺序 来 说 都 与 体 
内 基因 表达 村 空 模式 相符 合 必 2。 尽管 由 于 室 间 控制 信 生 的 缺乏 ， 在 EB 中 的 形 
态 发 育 是 不 可 能 的 ， 但 是 ， 细 胞 分 化 仍 能 以 一 种 可 谢 节 的 发 育 和 时 间 依 赖 的 方式 
来 完成 。 因 此 ，ES 细胞 分 化 模型 适合 于 竺 细胞 水 平分 析 发 育 过 程 ， 将 成 为 研究 
控制 复杂 系列 发 育 过 程 分 子 机 制 的 有 益 工 具 。 

HR EB 分 化 过 程 中 基因 表达 模式 与 早期 胚胎 发 育 很 相似 ， 但 在 EB 中 ， 神 
经 细胞 及 肌 纲 胞 辣 国 内 及 层 和 中 及 层 产 物 增加 ， 说 明 在 这 些 系统 正 常 发 育 中 所 需 
要 的 因子 在 EB 中 起 达 址 下 降 或 缺失 (0831。 分 化 环境 的 不 同 能 极 大 地 影响 EB 形成 


+ 267 + 


TREE dH STE. MEARS EGIT, EB itea (LIS ERR HR 
经 网 胞 只 占 极 少 的 比例 中 ， 要 获得 大 量 的 神经 细胞 需要 加 入 维 甲 酚 (retinoic 
acid, RA) SAF RRR, RA 可 促进 神经 细胞 特异 性 其 因 的 表达 ， 所 制 中 胚层 基 
国 的 表达 !15}。 

Hui, Hr ES 细胞 向 神经 细胞 分 化 的 路 线 已 基本 确立 。 将 ES 细胞 转 入 不 车 
附 底 物 之 中 悬 祥 培养 可 以 得 到 EB, EB 继续 分 化 形成 包括 神经 细胞 在 内 的 多 种 绸 
胞 混合 物 ， 如 果 用 维 甲酸 诱导 可 以 增加 向 神经 细胞 分 作 的 比例 。ES 细胞 分 化 而 
梁 的 神经 元 中 基因 表达 模式 与 体内 神经 细胞 分 化 过 程 中 的 基因 表达 模式 极为 相 
ín 91, 并且 ES 细胞 分 化 形成 的 神经 细胞 稻 胶 质 细 胞 表 型 正常 ， 植 入 体内 也 能 行 
使 正常 的 生理 功能 0e21。 这 为 研究 细胞 因子 、 生 长 困 子 及 激素 对 神经 元 发 育 极 
早期 阶段 的 作用 提供 一 个 极 有 效 的 体外 模型 。 利 用 此 模型 ， 弃 用 同 源 重 组 、 可 
诱导 的 转基因 表达 、 基 因 诱 捕 等 手段 还 可 进一步 分 析 神 经 发 生 及 分 化 的 分 子 调 
控 。 
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ES AAT T ORR ADA SES P ELK EB CLER pRO AMER 
得 以 证 实 。 尽 管 哺乳 动物 的 时 期 发 育 有 很 多 相似 及 相同 点 ， 但 对 二 进一步 研究 人 
ERE., Hf ES 风物 的 研究 与 利用 适用 于 临床 ， 动 物 模型 已 远 不 足 用 。 例 如 ， 人 
CRUEL BRE PT RES BRE EAR EIS. AEA LIRR ES 细胞 系 也 许 能 提 
供 一 种 研究 人 类 组 织 分 化 的 较 精 细 的 体外 模型 ， 但 由 于 .- 些 伦理 及 实际 技术 上 的 
原因 ， 包 括 人 人 类 在 内 的 许多 灵 长 类 的 ES 细胞 不 能 在 谋 合 体内 形成 生殖 系 以 供 实 
验 研 究 。 

人 类 ES 细 豚 来 源 于 移植 前 的 胚胎 ， 不 同 于 从 其 他 多 能 干细胞 系 ， 妈 人 类 
EG 和 EC 细胞。 人 类 多 能 EC 细胞 是 来 源 于 自发 出 现 的 种 系 细胞 肿瘤 的 非 分 化 
的 干细胞 组 分 ， 和 类 多 能 EG A EE DN SURLA 285 ES E S A RR 0509), mm 
人 类 ES HANTE D AS AA GCM). PR) ALB, HS PR ERIT 
RHA EREE. RRR BRS, ICM ER, HERRIA 
RIS) RAE ETI. EES AIL RRA PERE 
长 ， 些 时， 选择 合适 的 未 分 化 克隆 ， 可 进行 进一步 扩 增 。 从 最 初 的 血清 中 人 生出 
Xin. AX ES 细胞 可 以 在 只 含有 血清 或 血清 替代 介质 和 碱 性 成 纤维 生长 因子 的 
Temp S {图 12-1) 1 

人 类 ES 细胞 与 小 刀 ES 细胞 有 许多 不 同 。 首 先 ， 大 类 ES 细胞 可 形成 平 铺 
的 、 紧 密 的 克隆 ， 在 胰 酶 或 无 Ce*、Meg?*' Jr UP REMAP a. Hee, A 
类 ES 细胞 较 小 限 ES 细胞 生长 缓慢 ， 小 鼠 ES 细胞 的 倍增 时 间 是 12h， 而 人 类 ES 
细 移 倍增 的 时 间 大 约 为 36hlt201。 第 三 ， 人 类 ES 细胞 的 表面 抗原 表 型 不 同 。 它 表 
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图 12-1 人 类 ES 细胞 的 衍生 "” 


达 阶 段 特异 性 的 胚胎 抗原 3 或 4 (SSEA-3，4) 、 高 相对 分 子 质量 糖 蛋白 TRA-1- 
60. TRA-1-81 和 碱 性 磷酸 酶 。 而 SSEA-1 在 人 类 ES 细胞 中 不 表达 [1。 第 四 ， 
在 体外 培养 方面 要 求 各 异 。 小 鼠 ES 细胞 要 求 白血病 抑制 因子 (LIF) 以 保持 其 
未 分 化 状态 ; 与 之 相反 ，LIF 不 足以 防止 人 类 ES 细胞 的 分 化 (1， 它 要 求 饲养 层 
细胞 或 者 血清 的 存在 ， 或 者 存在 bFGF 的 无 血清 培养 基 [? 中 。 第 五 ， 人 类 ES 细胞 
具有 明显 稳定 的 染色 体 核 型 ， 这 种 特征 使 得 人 类 ES 细胞 更 容易 成 为 研究 发 育 的 
机 制 模型 和 移植 治疗 的 已 分 化 细胞 的 衍生 化 研究 模型 。 第 六 ， 人 类 ES 细胞 表达 
高 水 平 的 端 粒 酶 ， 它 能 够 增加 端 粒 重复 序列 的 核糖 核 蛋 白 ， 因 此 可 以 维持 其 长 
度 ， 与 人 类 细胞 系 的 永生 化 相关 ， 甚 至 在 超过 300 次 倍增 时 间 时 ， 人 类 ES 细胞 
仍 显 示 高 端 粒 酶 活性 621。 进一步 的 工作 要 求 澄清 涉及 维持 人 类 ES 细胞 增殖 的 机 
制 、 特 异性 的 受 体 - 配 体 相互 作用 、 下 游 的 信号 事件 和 细胞 节 分 子 。 最 终 ， 建 立 
不 依赖 饲养 层 细胞 的 培养 条 件 ， 可 允许 大 规模 扩 增 人 类 ES 细胞 。 

人 们 一 直 致 力 于 研究 能 够 在 体外 培养 的 人 类 ES 细胞 ， 如 同 其 他 哺乳 动物 的 
ES 细胞 ， 能 够 自我 增殖 ， 并 在 一 定 条 件 下 分 化 形成 多 种 细胞 与 组 织 类 型 以 供 共 
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础 研究 皮 移 植 治疗 使 用 。1998 年 有 两 个 实验 组 分 别 报道 分 离 出 了 人 类 ES 细胞 / 
EG 细胞 1. 社 ]， 它 们 表现 出 体外 不 分 化 的 增殖 能 力 及 向 多 种 细胞 系 分 化 【三 个 胚 
B) ARREDI, MAX ES ARR AGE HL AAS EB、H9 可 以 转录 o-fetopro- 
rein、 神 经 纤 维 68kDa WY. CRRA HIVE RAR BY a- 心 肌 动 蛋白 、 神 
经 外 肚 屋 和 中 十 民生 生 物 124。 已 分 化 的 细 肛 可 效 得 与 神经 元 和 心肌 细胞 相似 的 
形态 学 特征 。Odorico JS 等 在 人 类 ES 细胞 的 体外 分 化 实验 中 观察 到 几 种 细 臣 形 
态 ， 包 括 节律 性 收缩 的 心肌 细胞 、 色 素 或 非 色素 的 上 皮 甸 胞 ，、 乞 示 轴 突 和 树 突 的 
神经 细胞 。Schuldiner SHR FER, HRW ERD LMS IL ES 细胞 中 都 
RERA SH PRE EEA FS, REE RA TARA IRR 
F125). 在 利用 人 类 ES 细胞 的 其 他 研究 中 ，Odorice JS 等 利用 共 培 养 的 方法 促进 
了 造血 干细胞 的 分 化 。 当 H9. H1 或 人 类 ES 细胞 系 的 HI 克隆 与 非 放 射 性 的 小 
鼠 骨 髓 莫 质 细胞 一 起 仁 末 传 其 他 外 源 性 生长 因子 的 胎 牛 血清 中 共 培 养 后 ， 可 以 分 
化 成 各 种 细胞 类 型 。 如 :表现 为 典型 的 造血 干细胞 前 体 ， 可 以 通过 FACS 鉴定 出 
CD34* 细胞 ;而 其 他 的 造血 祖 细胞 克隆 也 被 鉴定 出 来 ， 如 : ELA. XE. BRR 
和 扣 鸭 细胞 系 。 膛 二 以 检测 到 某 些 内 胚层 和 著 台 卢 制 性 基 册 ， 肝 细胞 核 因 子 3g, 
SEA, WARRE. MERE), 2, eA AS ES 细胞 在 
IK PH AE AS BR PR ASA RUF, THAR EPR ES E. 

将 ES 细胞 注射 人 和 宿主 的 囊 有 是 或 者 移植 人 免疫 相 容 性 小 鼠 体 肉 ， 也 能 产生 由 
SHAR MONT, VEE Ms ASA ES 细胞 (EG 细胞 }， 这 种 体内 
环境 的 分 全 能够 揭示 未 分 化 ES 细胞 的 全 部 发 育 趋势 。 在 体内 环境 下 ， 许 秋 组 织 
HEA ERIE EM, Olin. EA BWR, MRR, met 
绕 中 胚层 ; SRA, WEZ, Ta. EAEN AX ES 细胞 畸 胎 瘤 中 鉴 
EHEIM., HAL, HR. KE. ER. PREE, BRR, KR. HS 
EB Sm RA Be 5A% EC 细胞 相 比 ， 人 类 ES 细胞 可 以 表现 出 高 级 的 、 
均 名 一致 的 发 育 潜力 。 由 十 人 类 ES 细胞 在 体内 分 化 较 体外 更 完全 ， 因 此 从 组 织 
各 向 异性 的 混合 物 中 提取 有 意义 的 细胞 或 组 织 是 很 有 用 的 。 可 能 达到 这 个 目标 的 
方法 有 好 下 几 种 : D ABR AIRE KAS; © 将 诱导 组 织 或 细胞 
i ES 细胞 共 培 养 或 共 移 植 ，@ 将 ES 网 胞 移植 和 人 动物 的 特殊 区 域 或 器 官 ; © 过 
表达 组 织 特 噶 性 的 同 源 人 意 ; Co 选择 可 以 激活 特殊 谱系 的 基因 表达 ; © ICM 
活 筛选 分 离 细 胞 的 基础 上 分 离 有 意义 的 细胞 ![。 这 些 工 作 是 非常 令 人 振奋 的 ， 
由 此 和 不仅 掀起 了 新 一 轮 研 究 ES 细胞 的 热潮 ， 还 引起 更 多 的 人 关心 人 类 克隆 及 人 
类 胚胎 庶 用 等 有 关 伦 理 道德 问题 。 

由 于 人 类 ES 细胞 的 建 系 成 功 ， 使 得 将 ES 细胞 应 用 于 临床 的 研究 产生 了 重 
变性 突破 ， 因 此 ， 美 国 NIH BAS EJEMUE a VEBER IS] P3 gt P 7s ES 细胞 的 研 
RRALG. RAAB ES 细胞 的 一 些 特 性 还 需 进 一 步 的 实验 证 实 ， 而 有 的 特性 
如 形成 毛 会 体 由 十 伦理 的 原因 尚 元 法 证 实 ， 但 一 种 能 够 自我 更 新 、 组 织 培养 下 分 
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大 类 具有 了 像 低 等 生物 一 样 的 再 生 能 力 。 人 和 们 希望 能 控制 FS 细胞 产生 特定 的 网 
胞 或 组 织 供 移植 治疗 ， 因 为 许多 疾病 仪 需 一 种 或 少数 几 种 细胞 的 移植 。 昼 如 将 多 
巴 胶 能 神经 元 移植 入 帕 金 森 氏 病 信 体内、 用 心肌 细 鹏 置换 受 损 的 心脏 、 或 用 产生 
Ra Re er RA, BOE, DE ES 细胞 来 源 的 多 种 细胞 都 成 功 好 
移植 入 受 体 体内 ， 但 由 汗 实验 条 件 有 限 ， 或 限 十 受 体 动物 种 属 的 年 龄 ， 类 似 实验 
的 长 期 结果 分 析 还 很 少 ， 但 已 说 曲 这 种 细胞 移植 的 治疗 居 可 能 的 。 尽 管 首先 要 克 
服 的 是 供 受 体 免疫 不 相 容 性 及 免疫 排斥 反应 ， 伺 是 可 以 考虑 建 ~… 个 ES 细胞 库 ， 
以 提供 多 种 不 同 组 织 免 疫 相 容 性 抗原 型 的 ES 细胞。 对 ES 细胞 /EG 细胞 另 一 重 
大 利 下 是 发 现 一 些 有 治疗 功能 的 基因 。 这 些 基 央 可 能 编码 一 些 共 有 直接 治疗 作用 
的 蛋白 ， 如 生长 内 子 ， 或 - 些 药物 治疗 的 重要 靶 点 。 利 用 ES 细胞 来 检测 新 药 功 
BE, AT LAER B25 ASB PETRI A — 8846 ER E dé LO. RUB ES 细胞 
还 下 以 研究 基因 功能 ， 它 不 仅 避 免 了 用 基因 剔除 技术 折 带 来 的 精力 、 资 金 和 时 打 
上 的 还 耗 ， 还 可 以 研究 除 基 因 瞧 失 帘 变 (gene knock-out) 外 的 基 央 功能 获得 性 
罕 变 【gene knock-in})， 即 通过 体内 发 育 瞬间 的 表达 或 某 些 时 期 的 长 期 表达 ， 来 
HRA ABR PHA. 


Ug. 4 NS SEL ES 细胞 向 神经 方向 分 化 


类 维生素 A (retinol), -ARKEA W, WERE (AER A). HEB 
酸 (RA》 及 一 系列 天 然 或 合成 的 衍生 物 。 在 消 椎 动物 发 育 过 程 中 ， 从 早期 的 胚 
胎 发 生 到 维持 成 体 动物 上 上 皮 组 织 正 常 的 分 化 ， 类 维生素 A 都 行使 重要 的 生物 功 
能 [42 。 类 维生素 A 既 能 促进 也 可 抑制 细胞 的 生长 (3.21。 在 许多 靶 组 织 中 视 黄 
E (HERA ZARRA EREEREER (ATRA), ATRA 通过 一 系列 
AS tt RR ACE T E — RHENE EAS RARE HOA, mE 
内 的 生理 功能 01。 

在 正常 培养 条 件 下 的 小 鼠 ES 细胞 ， 极 少 有 外 源 维生素 A 发 生 代谢 。 一 旦 撤 
Bk LIF 因子 ，ES 细胞 发 生 外 源 性 代谢 变化 ， 维 生 素 A 转化 成 4 凑 基 视 黄 醛 (4- 
hydroxyretinol) 和 4 氧化 视 黄 醛 (4-oxoretinot), AM ES 细胞 中 分 化 标志 基因 
FGF-5 (fibroblast growth factor-5) 的 表达 被 激活 ， 而 干细胞 标志 基因 FGF-4 的 
表达 降低 ，ES 细胞 开始 分 化 。 这 表明 在 撤除 LIF 的 环境 下 ，ES 细胞 的 分 化 与 视 
黄 醛 的 代谢 紧密 相关 [11。 

RA 是 视 黄 醛 的 生理 代谢 产物 。 人 在 状 椎 动物 胚胎 发 育 过 程 中 ， 原 肠 期 时 后 脑 
的 发 育 对 过 其 的 RA 敏感 051，RA 讨 其 ， 版 面 太 中 枢 神 经 系统 、 肢 体 的 发 育 会 产 
生 畸 变 [2~*]。 早 期 心脏 发 育 对 类 维生素 A 的 沪 度 敏感 ， 在 心肌 细胞 分 化 中 RA 
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对 肌 节 和 蛋白 表 达 模 式 的 重 给 起 重要 作用 !t29]。RA 影响 分 化 及 相关 组 织 的 细胞 外 基 
质 〈extracellar matrix) 的 代谢 151。RA 通过 特异 性 结合 细胞 内 蛋白 并 与 核 内 受 
AAT SH eA RR, MARMARA RA, a, 
RA 诱导 ESSEN TIE uy A Pee a, f, EE TEE EL fn 2E TOI AC BL 
Sp BU RE d V ot 5 bk A A TE RA TASH EB 分 化 中 也 有 表达 ， 这 
说 明 RA ECR SP HOS SHE RI RAAS ER REB] Pg ECOUTER. (LIC UE P IR 
ES, RA MSHA RAE OLR. UE, GT SORA MAR 
JAS BE -T- 391 AOR DE pa A a A N R A RE i NE E 
忻 人 3。 选择 标记 与 特定 启动 子 相连 ， 而 此 启动 子 仅 在 感 兴趣 的 细胞 群 中 有 活性 。 
这 样 在 分 化 过 程 咱 ， 表 达标 记 直 因 的 细胞 可 以 道 过 细胞 分 类 或 药物 第 选 得 以 纯 
{38.399 

国内 外 对 神经 系统 的 分 化 及 发 生 的 研究 主要 集中 于 一 种 或 少数 几 种 已 知 基 因 
及 因子 对 此 途径 的 影响 ， 并 侧重 于 神经 干 细 臣 的 终 末 分 化 。 任 何 --: 种 生物 ， 特 别 
是 高 等 生物 生命 过 程 的 分 子 基础 是 相当 复杂 的 ， 研 究 了 解 这 :一 过 程 的 最 好 方法 是 
分 析 不 癌 发 育 阶 段 不 同 组 织 、 正 常 与 病理 菜 件 下 基因 的 差异 表达 。 利 用 传统 的 基 
困 分 析 方 法 ， 如 基因 剔除 等 ， 操 作 过 程 复 杂 且 一 次 只 能 分 析 一 个 基因 。 基 于 上 述 
原因 ， 近 年 来 发 展 起 来 的 蛋白 质 组 学 便 受 到 了 普遍 的 关注 。 从 蛋白 质 组 研究 的 和 角 
度 研 究 ES 细胞 体外 定向 分 化 的 细胞 模型 ， 可 对 处 于 同 …- 分 化 阶段 的 调控 因子 问 
时 做 分 析 比 较 ， 布 利于 全 面 研 究 且 胎 发 生 较 早期 神经 发 生 与 分 化 过 程 中 的 分 子 事 
忻 。 由 于 早期 神经 发 生 在 及 胎 器 官 发 生 中 的 重要 的 位 置 效 应 及 诱导 效应 ， 人 们 致 
力 于 研究 神经 发 生 的 早期 基因 调控 ， 以 及 参与 细胞 早期 决定 与 分 化 的 分 子 机 制 。 
尽管 现在 人 们 对 于 神经 系统 的 发 育 与 分 化 已 有 一 定 的 了 和 解 ， 但 对 于 胚胎 发 生 的 早 
期 囊 件 及 基因 的 机 制 仍 不 十 分 清楚 。 如 果 能 驶 建立 由 ES 细胞 向 神经 细胞 分 化 的 
体外 模型 ， 闭 将 对 研究 神经 发 生 有 极 大 的 帮助 。 首 先 ， 可 以 在 神经 元 发 育 的 关键 
阶 姐 点 分 离 得 到 大 量 的 细胞 以 供 研 究 ; 其 次 ， 可 以 在 组 织 培养 笨 件 下 模拟 体内 发 
育 关 键 步 驴 ， 系 统 地 改变 和 控制 影响 神经 元 发 育 的 外 源 因 子 ， 利 用 此 模型 找 出 神 
经 系统 发 生 的 诱导 因子 及 介 导 者 ， 确 定 在 神经 元 及 神经 胶 质 细胞 分 化 中 基因 的 功 
能 ; 再 次 ， 可 以 建立 神经 退行 性 病变 的 模型 ， 利 用 ES 细胞 在 特定 位 点 改变 基 
因 ， 通 过 对 特定 基 内 的 剔除 、 改 变 、 增 加 来 模拟 普通 遗传 疾病 的 病理 发 生 ， 发 现 
治疗 神经 性 病变 药物 及 研究 细胞 移植 治疗 和 基因 治疗 等 等 。 另 外 ， 关 于 神经 细胞 
的 一 个 令 估 注意 的 现象 是 最 近 发 现 的 神经 细胞 与 其 他 类 型 细 移 {主要 是 尘 血 细 胸 
FR) 之 间 跳 跃 式 的 命运 互 换 (34 和 1， 这 使 得 人 们 对 于 传统 的 细 物 命运 决定 、 分 化 
及 去 分 化 的 观念 需要 做 重新 认识 。 


Ah. NE ES 细胞 向 神经 细胞 分 化 的 比较 蛋白 质 组 研究 


旧 前 ， 一 些 高 等 生物 的 基因 组 研究 取得 了 日 新 月 异 的 进 殿 ， 但 人 类 对 这 些 进 
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(proteome) 的 概念 是 Marc Wilkins 7 1994 年 率先 提出 的 ， 其 定义 为 “一 种 基 
因 组 所 表达 的 全 佑 重 向 质 "， 由 其 衍生 的 preteomiecs， 即 蛋白 质 组 学 ， 意 指 大 规 
模 研究 恒 白 质 的 表达 水 平 变化 、 翻 译 乒 修饰 和 蛋白 质 与 蛋白 质 相 立 作用 ， 它 是 对 
基因 组 学 的 重要 补充 ， 是 在 重 白 质 水 平定 量 、 动 态 、 整 体 性 研究 生物 体 ， 以 获取 
生物 疾病 病变 、 细 胞 进程 及 蛋白 质 网 络 的 整体 综合 信息 的 科学 研究 。 与 以 特例 白 
质 化 学 的 研究 不 同 ， 弓 和 白质 组 研究 的 对 象 不 是 单一 或 少数 的 党 白质 ， 它 侧重 的 是 
全 面 性 和 整体 性 ， 需 要 获得 体系 内 所 有 和 蛋白 质 组 分 的 物理 、 化 学 及 生物 学 参数 ， 
如 相对 分 子 质 二、 等 电 点 、 表 达 攻 等 。 和 蛋白 质 是 细胞 的 功能 单位 ， 蛋 白质 表达 反 
映 了 细胞 目前 的 状态 。 和 蛋白质 研究 可 能 给 出 与 基因 组 研究 相似 的 结果 ， 也 可 以 宽 
IRA AGAS mRNA 水 平 的 差异 i， 检测 出 翻译 后 修饰 如 精 基 化 、 磷 酸化 ， 蛋 
自分 子 断 裂 及 共 他 多 种 翻译 后 修饰 4] 。 

当前 重 昌 质 组 分 析 的 核心 技术 是 双向 聚 丙烯 栈 腕 帮 胶 电泳 (two-dimensional 
electrophoresis，2-DE)。2-DE 用 于 分 离 复杂 的 蛋白 质 组 分 ， 目 前 多 应 用 固 相 pH 
梯度 电 访 等 电 聚 焦 为 第 一 向 分 离 蛋白 质 ， 然 后 用 SDS-PAGE 按 相对 分 子 质量 分 
离 蛋 和 白质。 通过 银 染 和 放射 自 显 影 显 色 ， 经 扫描 后 利 几 专门 的 计算 机 软件 对 所 得 
的 图 橡 进行 数据 采集 和 分 析 ， 可 获得 蛋白 质 等 电 点 、 相 对 分 子 质 二 、 表 达 量 等 方 
面 的 信息 ， 进 行 不 同 环境 下 蛋白 表达 模式 的 比较 。 互 连 网 现在 提供 了 许 客 参照 胶 
(m SWISS-2DPAGE, ReíS2 database)[4'4%]， 使 不 同类 型 组 织 及 不 同 生 长 状况 下 
的 生物 体 可 以 直接 进行 各 白质 比较 。 利 用 氨基 酸 组 成 分 析 、 徽 遇 蛋 白质 序列 分 
析 、 质 谱 技术 等 对 从 胶 上 回收 的 后 日 质 斑点 进行 精细 的 鉴定 ， 可 以 获得 有 关 重 白 
质 性 质 、 表 达 变 化 太 翻 译 后 加 工 等 大 规模 信息 [91。 

Hink ELS {peptide mass fingerprinting, PMF) 鉴定 蛋白 质 是 目前 蛋 
白质 组 研究 较为 常用 的 鉴定 方法 ， 肽 质量 指纹 谱 是 将 蛋白 质 被 识别 特异 酶 切 位 点 
的 重 白 酶 水 解 后 得 到 的 肽 片段 质 其 图谱 。 由 于 每 种 蛋白 的 氨基 酸 序列 (一 级 结 
构 》 都 不 同 ， 当 蛋白 被 酶 水 解 后 ， 产 生 的 肤 片 段 序列 也 各 不 相同 ， 其 肽 混合 物质 
量 数 亦 上 特征 性 ， 称 为 航 质 量 指纹 谱 (PME) 59, Bip htfhix EBORE 
要 有 三 个 步骤 : D 胶 上 蛋白 原 位 酶 切 得 到 上 肽 混合 物 ; O 肽 混合 物质 谱 分 析 得 到 
KARIERRE; © 用 上 肽 指 纹 谱 在 生 白 数据 库 中 检索 蛋 魏 质 。 随 着 质谱 技术 的 不 
断 发 展 ， 对 生物 大 分 子 的 分 析 可 以 更 微量 和 更 精确 ， 新 一 代 的 质谱 仪器 分 析 肽 混 
合 物 灵 敏 度 可 过 fmol， 精 确 谋 可 达 万 分 之 一 ， 从 而 从 技术 上 推进 了 蛋白 质 组 的 
研究 。 

通过 2-DE 分 析 和 蛋白 质 组 的 方法 仍 不 断 地 改善 ， 现 在 生物 学 家 的 兴趣 集中 和 于 
研究 同时 表达 、 调 控 和 盘 译 后 修饰 的 成 百 上 千 个 量 白 。 了 而 进一步 完善 的 2-_DE 分 
离 及 分 离 后 的 分 析 技 术 无 疑 将 促使 重 白 质 组 研究 更 快 更 方便 ， 这 些 分 离 和 分 析 技 
术 与 蛋白 质数 据 库 、 基 因数 据 库 的 结合 将 进一步 推动 基因 组 和 蛋白 质 组 的 研究 和 
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白 表 达 模 式 的 识别 ， 蛋 白 的 鉴别 和 认定 ， 及 蛋白 的 翻译 后 修饰 分 析 。 

为 了 检测 RA 诱导 神经 细胞 分 化 的 分 子 机 制 ， 并 进一步 研究 神经 分 化 早期 的 
分 子 调控 机 制 ， 我 们 分 别 收 集 了 了 RA 作用 不 同时 期 的 分 化 细胞 的 总 有 蛋白质， 应 用 
2-DE ORI. tT, ÆT ES 细 帕 积 不 同 分 化 时 期 神经 绍 胞 的 蛋白 质 图 谱 。 
处 于 同一 分 化 阶段 的 调控 因子 同时 做 分 析 比 较 ， 有 利于 全 面 研 究 胚胎 发 生 较 早 期 
神经 发 生 与 分 化 和 其 他 细胞 组 织 系统 发 生 之 间 潜 在 的 联系 ， 将 改变 以 往 基 因 操 作 
的 复杂 及 繁 开 ， 并 能 弥补 基因 操作 技术 只 能 同时 研究 “个 或 少数 几 个 基因 功能 的 
不 足 ， 以 期 了 解 肘 胎 发 生 中 向 神经 系统 分 化 过 程 早 期 的 分 子 事 件 54]1。 


1. ATRA 体外 高 效 诱导 ES 细胞 向 神经 细胞 分 化 


在 体外 ES 细 驴 自发 分 化 成 为 神经 细胞 是 很 少见 的 。 为 了 增加 从 ES SUR TH 
生出 的 神经 元 和 胶 质 细胞 的 数 车 ， 我 们 对 无 饲养 层 细 胞 和 LIF 培养 基 培 养 的 ES 
om MITT hr ke ROC 12-2)。 


Ciear the fibroblastic feeder layer cell without LIF 


Form simple embryoid bodies (EB) after | day 


i 


7 SF BS+? 5%NCS DOMEM 1%NCS+ DMEM 


Differentiation induced by ATRA at day 4 


Culture for 4-6 days without ATRA after day 4 
图 12-2 篇 单 分 化 步骤 


首先 ，ES 绍 胞 的 培养 : MAAE E C he) MACHA RRS SEAT (mouse 
embryonic fibroblast, MEF) At AW ES, H ES 细胞 正常 培养 液 培养 。 每 
天 搁 液 ， 隔 天 传代 ,根据 细胞 的 生长 情况 及 实验 要 求 的 不 同 按 椒 同比 便 传 代 。 其 
次 ， 胚 胎 成 纤维 细胞 的 制备 ; 将 孕期 13.5+7- 天 的 昆明 小 鼠 引 颈 处 死 ，70% 酒 
HHE, WARE, REER, HEKSE, AER. W. E, ES 
WORE, 4 导 针 头 计 滤 ， 用 PBS PEG X, NORALAERRAM., HARRE E 
PHI, bi bl 0.025% REAR -0.04%EDTA, REIT, HS, HR 
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上 清 液 至 离心 管 中 。1000r/min Si 5min, FLA, MARKMAN RE, 
铺 刀 培养 ， 记 为 0 代 MEF 细胞 ，37 孵育 。 第 三 ， 饲 养 层 细胞 的 制备 : 将 处 于 
增长 期 的 1~4 代 MEF 细胞 的 培养 液 吸 弃 ， 加 入 3ml & 10% 小 牛 血清 和 10pg/ml 
££ 2135 € C 的 DMEM，377 HA 2h. BY, BRL 条 件 培养 液 的 制备 : BRL 细胞 
以 1x105/ml 密度 接种 ， 用 含 7.5% NCS 的 DMEM 培养 ，72h 后 收集 培养 液 ， 
3000r/min 离心 20min， 去 细胞 沉淀 ， 每 三 天 收集 一 次 ， 收 集 3 周 。 离 心 后 的 培 
养 液 经 过 0.22um 的 微 孔 滤 腊 过滤， 加 7.5% 的 胎 牛 血清 ， 作 为 A 液 ， 常 规 培养 
ES 细胞 的 培养 液 为 B 液 ， 混 合 两 者 比例 (A/B) 为 60/40 (V/V), BON BE 
乙醇 至 终 浓 度 为 10 -mol/L。 第 五 ， 饲 养 细胞 的 去 除 ， 胰 酶 消化 含 饲 养 细胞 的 胚 
胎 干细胞 ， 换 用 BRL 条 件 培 养 液 培养 ， 静 置 4h 后 ， 小 心地 将 未 贴 壁 的 胚胎 干 细 
胞 转移 至 0.1% 明胶 处 理 的 培养 瓶 培养 。 最 后 ， 定 向 诱导 ES 细胞 分 化 : ERE 
附 底 物 之 中 悬浮 培养 4d4， 形 成 简单 的 胚胎 小 体 (embryoid bodies, EBs), EBs 在 
含有 5X107 "mol/L ATRA 的 低 浓 度 (1%) 胎 牛 血清 中 培养 ， 直 至 4d， 已 分 化 
的 细胞 转 至 不 含 LIF 和 FBS 的 正常 培养 基 中 ， 培 养 至 少 10d。 随 后 ， 我 们 利用 免 
疫 组 化 的 方法 检测 抗 神经 纤维 抗体 〈 仅 在 成 熟 神经 细胞 中 表达 )。 结 果 显 示 ， 神 
经 纤维 细胞 的 阳性 率 超过 80% (图 12-3)。 因 此 表明 体外 定向 诱导 ES 向 神经 细 
胞 分 化 的 模型 已 经 建立 起 来 。 


— p 


图 12-3 免疫 组 化 检测 ES 细胞 分 化 为 神经 细胞 
左 为 对 照 组 ; 右 为 分 化 组 


2. 利用 考 马 斯 亮 蓝 染色 的 双向 电泳 分 离 与 ES 细胞 早期 分 化 为 神经 细胞 的 相关 蛋 
白 


为 了 鉴定 ES 细胞 早期 分 化 为 神经 细胞 的 相关 蛋白 ， 通 过 双向 电泳 技术 ， 对 
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未 分 化 的 ES 细胞 和 ATRA 诱导 的 已 分 化 的 神经 细胞 的 蛋白 表达 谱 进 行 比较 。 选 
择 24 个 差异 表达 的 蛋白 斑点 ， 其 中 ， 蛋 白斑 点 No.1— 10 (XE ES 细胞 中 表达 ， 
但 在 RA4 细胞 中 没有 或 微量 表达 ; 与 之 相反 ， 蛋 白斑 点 No.11 一 24 仅 在 RA4 细 
胞 中 表达 ， 但 在 ES 细胞 中 没有 或 低 表 达 (图 12-4)。 显 然 ， 这 些 蛋 白 与 ES 细胞 
早期 分 化 为 神经 细胞 的 蛋白 相关 。 需 要 进一步 通过 质谱 进行 鉴定 。 


分 于 
质量 (kDa) [X 
97 


图 12-4 双向 电泳 分 离 与 ES 细胞 早期 分 化 为 神经 细胞 的 相关 和 蛋白 


3. 通过 肽 质量 指纹 谱 鉴 定 与 ES 细胞 早期 分 化 为 神经 细胞 相关 的 蛋白 


在 比较 ES 和 RA4 细胞 的 蛋白 质 组 表达 谱 的 基础 上 ， 我 们 选择 了 24 个 蛋白 
进行 驮 质量 指纹 谱 的 鉴定 。 所 有 的 蛋白 经 过 上 胰 酶 消化 ， 进 行 胶 上 酶 解 ， 并 且 通 过 
PMF 分 析 获 得 近乎 完美 的 肽 片段 质量 。 利 用 在 ExPASy 服务 器 上 的 Peptident 软 
件 (http: //www.expasy.ch/) 进行 查询 ， 其 中 9 个 蛋白 与 已 知 蛋 白 具 有 高 配 比 
Æ (3€ 12-1), 例如; Æ ES 细胞 向 神经 细胞 分 化 中 下 调 的 蛋白 一 一 波形 蛋白 
(vimentin) 和 微 管 蛋白 a-3/a-7; 以 及 上 调 的 蛋白 ， 如 角 蛋 白 8、18、 血 小 板 激 
活 因子 [Bo 亚 单位 、NEL 样 蛋白 、G1/S 特异 性 cyclin D2, follistatin-related pro- 
tein 和 硫 氧 还 蛋白 过 氧化 物 酶 2; 另 有 3 个 蛋白 斑点 有 超过 一 个 的 候选 者 ， 不 能 
明确 。 此 外 ， 剩 下 的 12 个 蛋白 ， 如 在 ES 细胞 向 神经 细胞 分 化 中 5 个 上 调和 7 
个 下 调 的 蛋白 ， 未 能 从 数据 库 中 得 到 结果 ， 提 示 可 能 为 未 知 蛋白 。 

通过 对 不 同 分 化 时 期 细胞 蛋白 质 组 的 比较 ， 我 们 随机 选取 了 一 些 蛋白 差异 点 
做 肽 质量 指纹 谱 分 析 ， 初 步 鉴 定 了 一 些 与 神经 分 化 相关 的 蛋白 质 ， 包 括 细胞 骨架 
A, follistatin 相关 和 蛋白、 类 NEL 蛋白 、 血 小 板 激活 因子 乙醇 水 解 酶 和 硫 氧 还 
蛋白 过 氧化 氨 酶 等 (IÆ 12-1)。 
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3E 12-1 Results of Peptident search of identified protein spots 


Spot Match Description pl Mw Relative 
No rate (kDa) quantity 
(Ges Gras) 
1 14/18 — Vimentin 5.06 53.5 Jül 
7 6/11 Tubulin A-3/A-7 4.98 49.9 6/2 
11 9/11 Cytokeratin & 5.50 54.3 Of 
12 5/13 Cytokeratin 18 5.22 47.3 0/6 
14 — 8/14 Platelet activating factor acetylhydrolase 1B al- 7.03 46.5 0/2 
nha subunit 
16 8/11 NEL-like protein (fragment) Undefined Undefined 1/4 
18 6/1l — Gli/Sspecific cyclin D2 5.04 32.8 0/3 
20 6/11 Follistatin- related. protein 5.41 32.4 gl 
22 8/12 Thieredaxin peroxidase 2 8.26 22.2 0/10 
7/18 Amiloride-sensitive sodium channel alpha-sub- Undefined Undetined 
unit 
9 (fragment } 2/1 
6/15 Diffó protein 5.70 41.9 
4/15 H-Z class E histocompatibility antigen, K-Qal- Undefined Undefined 
pha chain (fragment) 
5/12 Chain 1; 30 KID adipocyte 5.19 24.9 
19 complement-related 0/4 
5/12 Sorbitol dehydrogenase Undefined Undefined 
23 4/11 Cofilin, non-muscle isoform 8.22 18.6 0/10 
4/11 lg heavy chain V region HPCGR Undefined Undefined 


少 椎 动物 神经 系统 早期 发 育 的 特征 是 形态 发 生 运动 过 程 和 细胞 分 化 过 程 ， 这 


两 者 更 定 了 神经 发 育 的 直 础 。 在 神经 分 化 过 程 中 有 明显 的 细胞 内 骨架 蛋白 表达 的 
EY, MPAAHEAS), HARE REM, PARMA RRIAREA ER 
Ái, AEB ES a RA PAA, E nestin 
和 RCI SURRY A RY RI FO), I a a HE HL S 
T8224 LBS TE SG, XE RE A ae ET Oe S. RE OK PTFE RH, (ERR 
REAKSI RK, PAOD, PRR RRA, RAH ee 
纤维 蛋 惩 。 一 些 将 要 发 育 为 星 形 细胞 的 存 18 A Oe aA IUE PT 2E E ETE 
质 纤维 蛋白 ; 而 要 发 育 为 神经 细胞 的 则 在 角 和 蛋白 向 波形 纤维 重 白 转变 后 很 短 时 间 
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Ay RDF ERIA HSA EE, PAA AE SiR ep ER AE RIA 2 一 3 X, 
AKTE OD APE EC FEME, Be) FPR EM 
FDKOE EUESE SAE A ee oh EH AA Eh, ARS (LY ES 
2 B Ee be eA MA RA, MeL, BAHAR 
TARE: me SPL RIE RA-4 AY, RARE RAR, SOE 
AT AE RIE, 

微 管 蛋 白 一 般 让 爱 育 的 神经 组 织 中 表达 ， 但 在 我 们 的 分 析 鉴 定 中 ， 发 现 ES 
细胞 中 亦 有 微 管 蛋 咎 a-3/a-7 链 的 表达 ， 而 在 RA4 细胞 中 没有 检测 到 其 表达 。 这 
可 能 是 ES 来 源 的 神经 细胞 -… 般 表达 B MEME 

AEA IT ERG dE Uo EHE ETSI T RTL p RE ARR A Zp (1091 
活化 素 星 一 种 有 丝 分 裂 原 ， 是 TGEB RAH. EB $ 响 多 种 类 型 的 体外 
培养 细胞 的 生长 和 分 化 。 在 有 凸 取 发 育 中 ， 内 源 性 活化 素 参 与 中 胚层 的 诱导 、 伍 轴 
KERB AY ACE SO 。 作 为 神经 发 生 的 元 制 因子 [6 人 ， 活 化 素 可 以 在 体外 抑制 
RA 诱导 的 P19 畸 脐 瘤 细 胞 系 及 一 些 神 径 细胞 瘤 向 神经 细胞 分 化 [后 ]。Follistatin 
是 一 种 活化 素 结 台 蛋白， 可 以 遂 过 请 合 活化 素 抑 制 其 活性 ， 参 与 神经 系统 分 化 的 
过 程 。 体 外 培养 的 P19 细胞 用 RA 处 理 后 ， 会 出 现 暂 时 的 follistatin 表达 高 峰 ， 
48h 后 mRNA 的 表达 消失 ， 在 分 化 所 期 (120h 后 )， 又 有 较 明 显 的 follistatin 
mRNA B XA UU, HF follistatin Xf RA 反映 非常 快速 ， 说 阴 follistatin 基因 可 能 
是 一 种 RA 调节 的 基因 。Fottistatin 自身 也 可 以 刺激 神经 细胞 的 分 化 。 神 经 细胞 
的 增殖 和 分 化 受 活 化 素 和 follistatin 的 控制 ， 活 化 素 和 follistatin 的 平衡 关系 可 能 
是 对 维持 P19 细胞 处 二 一 种 增生 状态 所 必需 的 。 我 们 在 RA-4 中 鉴定 的 No.20 看 
白质 follistatin 相关 蛋白 在 体外 神经 分 化 过 程 中 具有 与 follistatin 在 RA 诱导 P19X 
细胞 中 相似 的 表达 模式 ， 涪 明 follistatin HÆÆ EIM follistatin 一样， 人 可能 是 一 种 
RA 调节 的 蛋白 。RA SRZ8 P19 细胞 后 follistatin 的 mRNA 寄 现 出 迅速 的 短暂 性 增 
强 ， 虽 然 此 过 程 的 生理 意义 还 不 十 分 清楚 ， 但 follistatin TE Js ET SER 45 AB, 
可 能 通过 与 细胞 表面 的 代 白 多 糖 结合 米 调节 活化 素 的 活性 ， 从 而 傅 与 对 神经 分 化 
xg UR TUM, 

类 NEL 蛋 肯 也 是 一 种 与 神 经 元 分 化 相关 的 蛋白 质 ， 它 与 己 知 的 NEL 蛋白 结 
WAH, BARCOS EGF 重复 片段 721。 在 我 们 的 体外 模型 系统 中 ， 类 NEL SA 
在 ES 细胞 中 没有 表达 ， 而 在 RA-4 细胞 中 表达 。 这 和 和 最早 发 现 的 鸡 肪 中 NEL 的 
表达 不 很 一 致 。 在 鸡 胚 中 ， 多 种 组 织 中 都 有 NEL RIA, (RWIS, WEA 
和 视网膜 表达 。 这 茎 可 能 是 体内 外 差 界 的 结果 ， 也 可 能 是 不 册 种 属 间 局 源 蛋 白 时 
空 表达 模式 的 不 同 所 宸 现 的 不 同 。 现 在 NEL 的 功能 不 十 分 清楚 ， 一 般 认 为 作为 
神经 元 特殊 信和 号 传导 途径 的 一 个 受 体 或 配 体 行使 其 功能 "1。 我 们 认为 类 NEL Æ 
白 可 能 作为 一 种 配 体 刺 激 其 他 分 Po EGF 受 体 来 行使 其 在 神经 分 化 中 的 作用 。 

血小板 激活 因子 (PAF) 是 一 种 有 效 的 生物 内 分 线束， 参与 多 种 生理 过 
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程 P4.5]。 在 神经 组 织 及 神经 来 源 的 细胞 ，PAF DS PS A T Su 
ede!) PAF 是 一 种 重要 的 神经 调节 子 ， 通 过 G 蛋白 特定 受 体 的 介 导 在 多 
种 组 织 内 参与 信号 传导 族 逢 。PAF 乙醇 水 解 酶 能 抑制 PAF 的 活性 。PAF 乙醇 水 
解 酶 与 PAF 协调 作用 ， 共 同 参与 神经 分 化 及 形成 。 在 我 们 的 实验 结果 中 ，PAF 
乙醇 水 解 酶 在 ES 细胞 中 微量 表达 ， 而 在 RA-4 时 期 的 细胞 中 表达 重 有 所 增高 。 
从 而 表明 与 其 已 知 的 功能 相 一 致 . 

我 们 还 鉴定 了 一 种 与 细胞 周期 调控 有 关 的 和 蛋白， 即 G1/S 特异 性 蛋白 cyclin 
D2， 它 特异 性 节 调 控 细 胞 分 发 由 G1 期 进入 S 期 ， 这 个 位 点 是 哺乳 动物 细胞 分 裂 
的 限制 位 点 ， 进 入 $5 期 后 ， 细 胞 开始 DNA 的 复制 ， 为 细胞 分 裂 做 准备 。 在 我 们 
的 体外 分 化 系统 中 ，RA-4 期 细胞 中 仍 有 大 量 的 cyclin D2 表达 ， 说 明 这 个 时 期 的 
分 化 细胞 并 没 玉 到 分 化 终点 。 形 成 功能 性 的 神经 元 ， 而 可 能 是 处 于 神经 干细胞 进 
一 步 分 化 产生 定向 干 细 鹏 的 时 期 。ES 细胞 的 分 裂 也 很 旺盛 ， 但 并 未 检测 到 有 这 
种 cyclin D2 的 表达 ， 这 可 能 是 不 同类 型 的 cyclin D2 AAA M BAD RAS 
Hie (80.811 | 

综 上 所 述 ， 我 们 成 功 地 建立 了 由 RA 诱导 的 ES 细胞 体外 定向 向 神经 分 化 的 
模型 系统 。 并 利用 2-DE 技术 分 离 、 分析 了 ES 细 驳 向 神经 系统 分 化 过 程 风 个 时 
相 点 的 细胞 的 总 蛋白 质 ， 比 较 其 中 的 差异 蛋白 点 ， 并 对 其 中 几 介 蛋白 点 作 了 肽 质 
量 指纹 谱 鉴 定 。 与 已 知 肽 库 的 量 白 质 做 比较 ， 初 步 确定 了 几 种 与 神经 细胞 分 化 及 
细胞 增殖 相关 的 下 和 白质， 并且 发 现 它 们 在 ES 细胞 向 神经 系统 分 化 过 程 中 的 时 空 
表达 模式 与 已 有 的 体内 外 研究 结论 相符 。 这 一 方面 证 明了 我 们 所 建 模型 在 生物 学 
上 的 可 靠 性 ， 另 一 方面 也 证 明了 从 蛋白 质 组 角度 来 分 析 研 究 体 外 分 化 槛 型 的 可 行 
性 ， 上 逮 研 究 模 型 与 分 析 体 系 将 有 力 推动 体内 是 胎 早 期 发 生 与 分 化 分 子 机 制 的 深 
入 研究 。 将 胚胎 -组 胞 来 源 的 体外 分 化 模型 系统 与 组 白质 组 研究 技术 相 结 合 ， 不 
介 可 以 克服 体内 研究 的 诸多 困难 ， 还 能 利用 蛋白 有 质 组 研究 的 优点 对 多 个 基因 及 因 
子 同 时 做 比较 分 析 ， 这 有 效 地 提高 工作 效率 ， 大 大 减少 以 往 基因 操作 中 人 力 、 物 
力 的 消耗 及 因 研 究 对 象 的 单一 性 所 带 来 的 结果 的 固有 的 局 限 性 。 本 实验 还 鉴定 了 
一 些 和 蛋白 ， 它 们 不 能 与 现 有 上 肽 库 中 的 蛋白 相 匹 配 ， 鉴 于 上 述 系 统 的 有 效 性 ， 提 示 
很 可 能 是 未 知 蛋白 ， 如 果 通 过 氨基 酸 测 序 、cDNA 文库 筛选 及 RT-PCR 等 手段 克 
EH cDNA， 并 进一步 研究 它们 在 神经 分 化 过 程 中 的 作用 ， 无 疑 将 可 能 为 神经 系 
统 发 育 与 分 化 相关 的 分 子 机 制 提供 新 的 切入 点 或 更 深入 系统 的 理论 认识 。 
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第 十 三 草 AE Se AY 
比较 重 白 组 研究 


第 一 节 和 蛋白质 组 与 肿瘤 


FARAZAN., AA KEARNS MRAM, 2H Wilkins 等 于 
1995 FAH, SE EAR LEE AME ASR EE HE Ld E RESET A 
整体 变化 的 独特 优势 。 在 人 类 所 有 疾病 中 ， 只 有 2% 源 于 单 基因 缺陷 (如 基因 苦 
伐 或 缺失 )》， 其 余天 部 分 是 受 芝 传 因素 和 环境 因素 综合 作用 的 客 基 因 事 件 31。 对 
于 癌症 这 一 类 复杂 疾病 ， 人 参与 的 基因 更 多 。 由 于 状 异 蛋白 质 组 〈 功 能 否 白 质 组 ) 
研究 具有 在 整体 水 平 上 发 掘 和 寻求 潜在 药物 标 丢 以 及 适用 于 和 肿 瘦 分 类 、 早 期 诊 
断 、 阻 断 (intervention) 和 治疗 肿瘤 标志 物 的 能 力 ， 使 得 蛋白 质 组 研究 一 提出 恒 
受到 众多 肿瘤 研究 者 的 青睐 !4 S. pe eg 7) sa aye Lea, mpeg. 
食道 癌 (!1 等 均 已 进行 不 同 深度 的 研究 。 传 统 研 究 肿 瘤 的 单位 都 加 大 在 肿瘤 蛋 
白 贰 组 研究 领域 的 投资 力度 。 美 国 国家 癌症 研究 所 (NCI) 资助 密 葡 根 医 药 太 学 
1000 万 美元 以 进行 在 肺 瘤 、 结 肠 六 、 肝 癌 、 乳 腺 癌 和 晓 间 癌 蛋 白质 组 领域 的 研 
究 ， 其 数据 将 和 基因 组 及 转录 组 数据 结合 ,创建 关于 这 些 癌症 的 信息 库 。 向 时 
NCI 还 资助 数 百 万 美元 用 于 FDA 在 组 织 焉 白质 组 领域 的 研究 021。1999 年 国家 
自然 科学 基金 重大 项 自 “ 蛋 白质 组 以 及 全 白质 结构 动态 变相 与 其 生物 功能 的 研 
窜 ” 正 式 立 项 ， 其 中 包含 “肿瘤 发 生 与 发 展 "、“ 肿 瘤 亚 性 标志 ”等 领域 的 研究 。 
2001 年 蛋白 质 组 研究 正式 被 纳入 困 家 重点 基础 研究 规划 项 目 《 亚 性 肿瘤 发 生 与 
发 展 的 基础 性 研究 ) 于 项 目 。 


第 二 节 ” 肺 冶 转移 的 蛋白 质 组 研究 


腑 癌 作 为 威胁 人 类 健康 的 重大 疾病 ， 每 8 个 肺癌 患者 中 有 7 个 在 初次 诊断 时 
就 已 经 发 生 了 转移 ， 故 大 约 70% 的 肺癌 惠 者 即便 是 清除 了 原 发 性 也 会 死 于 肿瘤 
的 转 称 ， 而 月 前 的 化 疗 手 段 对 肺癌 的 转移 效果 不 大 。 因 此 ， 拷 到 有 影响 肿瘤 转移 的 
关键 分 子 ， 然 后 针对 性 地 设计 药物 抑制 肿瘤 的 转移 是 目前 治疗 肺癌 的 最 佳 手段。 
但 由 于 肿瘤 的 侵 玲 和 转移 的 过程 相当 复杂 ， 包 括 : CD 肿瘤 细胞 则 黏附 能 力 降低 ， 
A Ye AR Sta A Be E GL GE O 肿瘤 细胞 在 自身 或 间 质 细 殉 分 泥 的 尽 白 水 解 酶 的 
作用 下 降解 新 生 血 管 的 基底 腊 和 内 皮 ， 有 种 瘤 细 胞 进而 进入 血液 血 环 或 淋巴 系统 ; 
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龟 循 环 的 肿 痛 细 胞 在 一 些 运 动因 子 或 归 介 因子 及 受 体 的 作用 下， 通过 信号 转 导 途 
径 到 达 新 的 转移 名 器官， 并 穿 出 血管 ， 通 过 弄 受 体 结合 基质 蛋白 ， 刺 激 血 管 增 
生 ， 形 成 新 的 转移 灶 。 在 肿瘤 转 称 的 每 -- 步 都 受到 了 多 个 基因 或 蛋白 的 调控 ， 有 
的 已 经 过 生物 学 功能 的 证 实 ， 如 ;， 上 皮 性 暂 秋 着 蛋白 (E-cadherin) 与 胞 内 连环 
蛋白 (catenin) HERR, SSR. WFR. AI ASE, E 
REAG Wmi, 蛋白 水 解 系 统 中 起 主要 作用 的 有 屎 激酶 纤 洲 酶 原 激 活 物 
(uPA)U!, uPAR (uPA 受 栖 ) 换 制剂 PaAI、 由 肿瘤 细胞 和 间 质 细 聊 分泌 的 基质 
金属 蛋白 酶 (MMP) 及 抑制 剂 TIMP 系统 ; RAE. PRR PR 
要 作用 的 integrin 等 ; 有 的 还 有 待 于 进一步 的 研究 。 国 此， 要 在 众多 的 困 素 中 找 
出 起 关键 作用 的 所 和 白 分 和子， 以 此 为 依据 设计 相应 的 药物 ， 下 白质 组 技术 的 高 通 
量 、 高 灵敏度 、 高 重复 性 的 特点 无 疑 会 起 到 重要 作用 ， 而 目前 对 肿瘤 转移 的 蛋白 
质 组 研究 ， 还 有 较 大 的 空间 。 


一 、 肿 瘤 转移 和 槛 型 的 建立 


好 的 模型 的 建立 是 实验 成 切 的 关键 ， 而 利 前 的 肿瘤 转移 模型 主要 通过 以 下 方 
式 建立 : O 体内 筛选 实验 可 以 从 亲民 的 细胞 中 分 离 出 具有 不 辐 转 移 能 方 的 细胞 
WR. Gemma 等 (*] 将 亲 代 的 肺 腺 瘤 细 胞 (PC9) 反复 接种 到 襟 鼠 体 内 后 ， 把 转移 
至 肺 的 肿瘤 组 织 反 复 培 养 后 获得 了 具有 高 侵 葡 能 力 和 不 同 蒜 附 能 力 的 高 转移 细胞 
Wk. Kozaki 等 "通过 两 轮 的 棵 局 体内 皮下 接种 后 ， 将 肺 组 织 的 转移 结 节 进 行 体 
外 的 培养 ， 进 而 将 获得 的 细 上 胞 皮下 再 接种 裸 鼠 ， 继 续 将 白 发 性 的 淋巴 结 转 移 细 欧 
培养 后 获得 了 具有 高 淋巴 结 转 移 能 力 的 肺癌 细胞 株 。 中 体外 筛 婉 实验 获得 不 同 
转移 能 力 的 肺癌 细胞 株 。Chu 等 1 和 1 将 肺 腺 癌 细 胞 通过 包 被 了 人 工 基 底 膜 的 Tran- 
swell Invasion Chamber Jn, itt JL Poa RGR ABSA A Pk. BR 
Ez Br f Fr Bet A PE RE IG Se ER, BST A AA 
淋巴 结 自 发 转移 能 力 的 肺 巨细 上 胞 瘤 细 上 胞 株 '*1。 除 了 将 具有 不 同 转移 和 侵 效 能 力 
的 细胞 株 作 为 种 癌 转移 的 蛋白 质 组 研究 对 象 外 ， 还 可 采用 哇 况 患者 的 原 发 部 位 和 
转移 灶 的 肿瘤 组 织 进行 比较 蛋白 质 组 分 析 ， 从 而 寻找 出 与 肿瘤 转移 相关 的 蛋白， 
FRA Fe UL Hl o 


二 、 肺 癌 转 移 模 型 的 鉴定 


为 了 保证 肺 六 转 移 模型 的 可 靠 性 ， 需 要 对 建立 的 转移 模型 进行 确定 。 相 关 的 
体内 和 体外 实验 包 插 以 下 所 方面 : 
(1) SCID 小 鼠 或 裸 鼠 的 体内 成 瘤 及 自发 性 转移 实验 
将 肿瘤 细胞 遂 计 皮下 或 尾 静 脉 异种 移植 到 小 鼠 体 内 ， 数 周 后 解 前 小 鼠 的 内 脏 
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微 镜 下 观察 肿瘤 在 小 鼠 体 内 的 自发 性 转移 情况 。 

(2) 正 位 移植 

将 1 x 107 的 细胞 通过 插入 在 矣 部 皮下 的 支气管 注射 器 针头 直接 接种 细 支 气 
等 泡 腔 ，1 个 月 后 解剖 肺 和 维 注 ， 石 蜡 包 埋 切 片 ，HE 染色 ， 显 微 镜 下 观察 纵隔 
淋巴 结 的 转移 情况 。 

(3) 明胶 酶 谱 分 析 

MMP-2 (BHRAS 六、 或 72kDalV Hz] B8). MMP-9 (BY RAS B 或 92kDaN 
AB) 属 基 成 金属 蛋白 酶 家 族 ， 是 一 类 ae (Kj m GokfeEee KFA 
外 基质 和 基底 膜 的 降解 过 程 中 发 挥 重 要 作用 ， 为 肿瘤 细 腹 的 侵袭 和 转移 提供 可 
能 。 分 析 方 法 如 下 : 接种 对 数 生 长 期 的 细胞 (1X 100) T 24 LRH, 37C, 5% 
CO, 培养 24h 后 ， 形 无 血清 培养 基 轻 洗 二 次 ， 加 入 50091 无 血清 培养 基 培 养 24 一 
48h, WR, Bb. Buea AER. F 10e 上 清 中 如 入 10pl 3E 
XE RRA, EM, dEGDO.196 HIE 1096SDS-PAGE 上 上 电泳。 电泳 铺 
Ji, ARIBCKHBERUEWHIK, 2x 10min; MEE ELA 2.596 Triton X-100 中 洗 脱 SDS, 
th 内 换 液 两 次 ; 将 胶 转 入 明胶 酶 解 缓 冲 液 【20mmolL Tris-HCl, pH7.5; 
lpmol/L ZnCl; 10mmol/L CaCl;; 150mmol/L. NaCl) 中 ，37 守 反应 24h; 0.5% 
考 马 斯 亮 蓝 (30% FRE. 10% KARE) 染色 ， 脱 色 至 透明 条 带 在 蓝 色 背 静 下 清晰 
为 止 。 

(4) IME) 

采用 膜 侵 效 培 养 系 统 可 反映 细胞 在 体 外 的 侵袭 能 力 高 低 。 将 含 5x104 一 2 x 
10° 细胞 的 培养 渡 加 入 cranswell chamber (Costar 公司 ) NE, FSA NIH- 
373 细胞 的 条 件 培养 基 ， 上 下 室 之 间 用 包 被 了 Matrigel (50ug/ 室 ) HEERE 
(6.5mm Hf, Rum 孔径 ) F, 37C, 5% CO, 培养 24 一 48h 后 ，PBS HERA. 
外 三 次 ， AWS HRA BAR, PRR se Ses 30min, HE 染色 10min, 
待 干 后 将 Chamber 揭 下 并 用 树脂 封 片 ， 显 微 镜 下 计数 穿 膜 细胞 ， 计 算 穿 膜 细 胞 
占 曾 细胞 的 百分率 。 如 果 为 了 检测 细胞 在 体外 的 迁移 能 力 ， 除 了 桶 碳酸 膜 如 需 包 
被 及 加 入 的 细胞 数 改 为 10: 外 ， 实 验方 法 同体 外 的 侵袭 实验 。 对 于 细胞 在 体外 的 
黏附 实验 来 讲 ， 实 验 步 又 如 下 ;将 7.5x 1 人 细胞 加 入 所 被 了 Matrigel/ collagen/ 
fibrolectin/laminin 的 96 JLE P, 37C, 5%CO 培养 3.$Sh， 洗 去 未 黏附 的 细胞 ， 
显微镜 下 计数 ， 计 算 黏 附 细 胞 占 细胞 总 数 的 将 分 率 。 

(5) 转移 相关 指标 的 检测 

在 肿瘤 的 转移 过 程 中 ， 受 多 个 基因 CRAMMER) 的 调控 ， 如 ， 上 皮 
ER BEA (E-cadherin) 与 胞 内 连环 蛋白 (catenin), lg BRR. BOR, H 
择 素 在 介 导 肿瘤 细胞 与 胞 外 基质 或 内 皮 细胞 间 的 黏附 中 发 挥 作用 ， 促 进 肿 痛 细 肪 
穿越 血管 ; 纤 溶 酶 原 激 活 物 (PA， 包 括 uPA 和 tPA) KARRI MEI Fe 
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在 胞 外 基质 的 降解 过 程 中 发 挥 重 要 作 困 ; (ut hb n m ok A T HGF, 
EGF, IL-1, 3, 6, TGF 5$, IEP, VEGF. TGF-a. TNF.e, MMP. TIMP, 
PA. IL-8, bFGF 等 促进 微血管 生成 的 因子 与 IFN-a 8. TGF-@. PAI, TIMP, 
endostatin, IL ^F Regu FE. MTA Pg 等 抑制 微血管 生成 的 因子 之 间 的 平 
衡 在 肿瘤 的 微血管 生成 机 制 方面 也 发 挥 着 重要 人 作用。 通过 Western blot, RT- 
PCR 或 Northern blot 等 各 种 手段 对 与 肿瘤 转移 相关 指标 的 检测 ， 有 有 曲子 前 明 在 
肺癌 转移 过 程 中 各 种 蛋白 之 间 的 相互 关系 ， 昌 确 起 主要 作用 的 关键 蛋白 。 


三 、 肿 莉 转 移 的 比较 蛋白 质 组 分 析 


近年 来 ， 蛋 白质 组 技术 在 研究 有 关 正 常 细胞 的 分 化 、 增 殖 、 异 常 转化 ， 肿 瘤 
HRE, RRA BE Ty RR, RT UR Ree. SLR Se. 
WR. ROU Hid. PAE, ER ER 
物 及 新 的 分 子 治疗 的 药 车、 评价 药物 的 疗效 方面 提供 了 一 些 新 的 轧 路。 但 洛 今 为 
止 ， 对 有 关 肿 瘤 转 移 的 研究 都 是 比较 零星 分 散 的 ， 应 用 专 白 质 组 技术 探讨 肿瘤 转 
移 发 生 的 相关 文献 较 少 。Hirane 等 2 报道 通过 蛋白 质 组 技术 找到 的 TAO1/TA02 
Be RES PAB AS A BY PR ARR EMDE ey FE a tis ta, a TAE ap a EMiS E 
的 诊断 标志 。 此 外 ，Alaiyai41 通 过 比较 蛋白 质 组 技术 分 析 了 乳腺 纤维 痛 和 不 同 组 
织 类 型 、 不 同 分 化 程度 的 临床 乳腺 癌 标 本 ， 发 现在 浸 渔 性 肿瘤 中 出 现 了 PCNA, 
WAS A CHSP60, HSP90, calreticulin) 的 高 表达 及 原 肌 球 蛋白 1~3 的 低 表 
达 ， 随 后 将 原 肌 球 蛋白 1 的 cDNA 导入 细胞 后 ， 出 现 了 转化 表 型 的 逆转 。Harvey 
等 221 批 出 了 几 个 只 在 转移 性 的 乳腺 癌 细 上 胞 裕 胸 膜 表 达 的 蛋白 如， 在 细胞 的 恶 
性 转化 过 程 中 发 皖 作 用 的 真 核 细胞 启动 内 子 3 的 P47 亚 单 位 (eIF3); TARR 
肿瘤 转移 中 英 系 不 太 明 确 的 eSynuclein， 但 有 报道 ，y- Synuclein 转 染 MDA-MB- 
435 细胞 后 ， 细 胞 株 的 转移 潜力 提高 ; 通过 介 导 MDA-MB-435 细胞 同 内 皮 细 了 胞 
黏附 而 促进 转移 的 Galectin-1; 通过 抗 氧 化 而 起 到 保护 细胞 作用 的 琉 基 特异 性 的 
HRA (TSA)。 但 仍 有 多 个 在 肿瘤 转移 中 发 挥 作用 的 低 丰 度 蛋 白 未 能 得 到 
鉴定 ， 需 进一步 分 析 。 但 至 今 为 止 ， 还 未 见 有 关 肺 瘤 转移 的 系统 性 的 蛋白 质 组 分 
析 。 故 此 在 以 下 的 章节 将 结合 本 实验 宁 的 工作 讨论 有 关 肺 瘤 转移 的 蛋白 质 组 研 
FE 


1. 样品 的 制备 


Hi 于 样品 制备 的 好 坏 直 接 关系 到 2-DE MD RRR, AWARE, ANTE 
样品 准备 方面 不 断 进 行 着 改进 。 但 由 于 肿瘤 组 织 本 身 的 异 质 性 {标本 中 癌 细 胞 和 
非 瘤 细胞 的 类 型 及 比例 不 同 ; 脐 瘤 内 不 同 组 织 损 伤 、 调 亡 、 坏 死 程度 不 同 ; 肿瘤 
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A, HER2-DE 分 离 后 的 蛋白 表达 谱 相 关 性 较 差 。Alaiya 等 .31 报道 不 向 患者 的 九 
全 肿瘤 组 织 标本 间 的 蛋 和 白质 组 相关 性 仅 为 0.54 一 0.72， 辣 一 种 痛 组 织 内 不 同 报 
HEERE A 0.85. (Hin SE DU GU FR BrURS A ERUPR 9X 28 SR RAED 
PUR, MRES HR AR ea Re, MS, MOR 
切割 (laser capture microdissection, LCM) 技术 的 诞生 为 组 织 标本 的 样品 制备 带 
来 了 新 的 曙光 。 几 十 LOM 技术 是 在 显微镜 下 采用 激光 对 组 织 中 某 一 特定 类 型 的 
细 息 进行 切 制 ， 册 此 避免 了 组 织 中 其 他 组 分 的 干扰 ， 所 获 细胞 单纯 ， 能 较 好 地 反 
映 某 一 细胞 群 的 蛋白 质 组 成 分 改变 。 得 该 技术 的 一 个 最 大 缺点 在 丁 其 通 量 低 ， 往 
往 需 数 天 时 器 才能 获得 2-DE 分 析 的 足够 样品 ， 无 法 满足 大 规模 一 白质 组 研究 的 
Bea 124-261 | 

ob, ERRE COI. BR. RER, BRS) 在 了 肿瘤 蛋白 质 组 学 的 研究 也 
俩 有 报道 ?!， 但 肉 为 体液 中 包含 了 来 源 于 不 同 组 织 和 病程 的 复杂 蛋白 成 分 ， 就 
RE ARATRLE., BH, MAMA} 99% 的 成 分 是 血清 白 蛋 白 和 球 
重 白 ， 它 们 就 掩盖 了 低 丰 上 度 蛋 白 的 检 出 。 而 低 丰 度 蛋 白 往 往 具有 重要 的 生理 与 病 
理 意 灸 ， 对 十 这 些 低 丰 府 上 企 入 ， 近 年 来 人 们 尝试 通过 订 合 纯化 及 免 疗 沉淀 结合 
SDS-PAGE 的 预 分 离 技术 富 集 具有 共同 特征 的 蛋白 群 ， 取 得 了 上 较 好 效果 ， 可 分 离 
SEED gn), 

用 作 肿 瘤 转移 的 样品 可 以 采用 转移 能 力 不 同 的 细胞 株 ， 也 可 以 采用 肿瘤 的 原 
发 灶 与 转移 灶 进 行 比较 蛋白 质 组 分 析 。 本 实验 室 以 人 肺 巨细 胞 癌 (PLA-801-D, 
C) 高 、 低 转移 株 作 为 研究 对 象 ， 细 胞 在 含 10% 的 小 牛 血 清 的 RPMI 1640 中 于 
37C 、5%CO,、 人 饱和 湿度 条 件 下 培养 。 待 细胞 培养 至 对 数 生 长 期 ， 胰 酶 消化 ， 
清洗 离心 ， 收 集 1 x 10° 细胞 最 于 60 — 10001 的 裂解 液 中 (8-9 mol/L urea, 496 
CHAPS, 40mmol/L Tris #165 mmol/L DTT, A&E 10mmol/l PMSF), ZG, {t 
wR 3 一 4 个 循环 ， 以 13 000rmin BO 30min, HARA - 700, RH 
Bradford 1X1 E Atte, 


2. 制备 型 2-DE 分 析 


(D FEK 

32i IPGphor i£ £T35 — FERE 【聚焦 条 件 如 表 13-1 所 示 ) Ja, TE, 
在 Protein II IPG conversion kit 上 进行 垂直 SDS-PAGE 第 二 向 的 分 离 。 凝 胶 经 过 
考 马 斯 亮 蓝 染 色 之 后 ， 利 用 光 密 度 仪 皇 措 ，PDQUEST 软件 分 析 获 取 有 差异 的 蛋 
HA. 
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几 13-1 PLA801C、 D 细胞 株 总 蛋白 的 2-DE 图 谱 
(pH4 一 7 线性 ， 考 马 斯 亮 蓝 染 色 ) 


表 13-1 ”第 一 相等 电 聚焦 参数 的 选择 


步骤 电 还 /V 电压 -时 间 /Vh 时 间 /h 梯度 类 型 
重 泡 涨 30 180 6 Step-n-hold 
Hou 60 420 7 Step-n-hold 

1 200 200 1 Step-n-hold 

2 500 500 1 Step-n-hold 

3 1000 750 1 Gradient 

4 8000 64 000 8 Step-n-hold 
(2) 平衡 


将 等 电 聚焦 后 的 IPG 胶 条 放 入 平衡 液 〈1.5moVL Tris 1.34ml, RHE 14.14g, 
甘油 12ml, SDS 0.8g, 痕 量 省 酚 蓝 ) 40m 中 ， 于 摇 床 上 振荡 15min x 2。 其 中 ， 
第 一 种 平衡 液 中 含 DIT 200mg, 而 第 二 种 平衡 液 内 由 砚 乙 酰胺 0.9g 取代 。 

(3) 第 二 向 生 直 平板 SDS-PAGE 

根据 IPG conversion kit 的 体积 ， 配 制 1296 的 均匀 胶 。 将 平衡 后 的 IPG 胶 条 
BEER LH, FA 0.5% 的 琼脂 糖 电 泳 缓冲 液 封 胶 。 电 泳 缓冲 液 为 Tris 
Glycine-SDS， 在 14'C Hf, 1418: — BE AK 20mA 恒定 电流 电泳 30min 后 ，30mA 恒定 
电流 电泳 直至 溴 酚 蓝 前 沿 到 达 玻 璃 板 下 缘 为 止 。 

(4) 染色 

电泳 结束 后 ， 将 待 分 析 的 凝 胶 放 入 固定 液 中 国定 3h 或 过 夜 ， 将 凝 胶 放 入 考 
马 斯 亮 蓝 R-250 染色 液 中 染色 ， 然 后 脱色 至 背景 清晰 。 

(5) 图 像 分 析 

利用 GS-710 HEE, E 84.7um 的 分 辩 率 下 ， 对 考 马 斯 亮 蓝 R-250 染色 
的 凝 胶 进行 扫描 ， 利 用 PDQUEST 6.1 软件 进行 图 像 分 析 。 将 经 三 次 提取 的 三 个 
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批 次 蛋白 混合 物 ， 进 行 三 次 2-DE 4 8T, KAT 95K 2-DE 图 谱 。 将 PLASO1C tk 
细胞 的 9 张 2-DE 图 谱 与 PLA801D 株 细 胞 的 9 张 2-DE 图 谱 进 行 配 比 ， 根 据 图 像 
分 析 结 果 ， 获 取 有 2 倍 差异 的 蛋白 点 作为 候选 的 鉴定 蛋白 质 。 

举例 来 讲 ， 肺 癌 高 、 低 转移 株 细 胞 的 总 蛋白 采用 pHA — 7 线性 的 IPG RR, 
12% 的 SDS-PAGE 电泳 后 ， 获 得 的 2-DE 图 谱 ， 经 PDQUEST 6.1 软件 分 析 后 ， 
获得 了 有 2 倍 量变 的 蛋白 点 ， 如 1# 号 蛋白 ， 在 PLA801 细胞 株 中 高 表达 ， 可 用 
作 进 一 步 的 MS 分析 。 

600pg 的 总 蛋白 上 样 后 ， 经 2-DE 分 离 ， 考 马 斯 亮 蓝 染色 鉴定 ，PDQUEST 
软件 分 析 后 确定 在 PLA80C 细胞 中 可 检 出 1024 个 蛋白 点 ， 而 在 PLA801D 细胞 可 
检 出 986 个 蛋白 点 ; H PLA801C、PLA801D 细胞 株 间 的 2-DE 相关 性 为 82%。 

将 三 批 样 品 分 别 进行 pH4 —7 的 2-DE 分 离 后 ，PDQUEST 软件 分 析 ， 将 
PLA801C、 D 细胞 株 的 2-DE 图 谱 进 行 配 比 ， 把 有 2 倍 量变 的 蛋白 斑点 作为 待 鉴 
定 的 差异 候选 蛋白 。 

将 三 批 样品 的 2-DE 图 谱 经 PDQUEST6.1 软件 分 析 后 ， 与 参考 图 谱 进 行 匹 
配 ， 所 获得 的 有 2 倍 量变 的 蛋白 点 用 黄色 的 图 标 在 参考 图 谱 上 显示 ， 红 色 圆 圈 内 
的 蛋白 点 则 为 与 之 相 匹配 的 样品 2-DE 图 谱 中 的 蛋白 点 ， 如 图 13-2 所 示 ， 经 软件 
分 析 可 以 得 出 红色 圆圈 内 的 蛋白 点 在 PLA801C、PLA801D 细胞 间 存 在 着 2 倍 的 
量变 ， 训 作为 差异 候选 蛋白 。 
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图 13-2 三 批 样品 的 2-DE BB PDQUEST 软件 分 析 配 比 后 的 结果 
(局 部 放大 图 ) 
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经 2-DE 分 离 后 的 蛋白 ， 可 通过 以 下 凡 种 途径 进行 鉴定 : 外 与 已 知 数据 库 比 
较 ; 加 与 已 知 重 日 平行 电 汪 ;时 将 蛋白 转 印 至 PVDF 膜 后 进行 Edman 降解 测序 
或 内 肽 测序 ;全 在 真 核 细胞 内 瞬时 家 达 ; 回 质谱 鉴定 。 在 以 上 这 几 种 鉴定 方法 
中 ， 廊 质谱 技术 应 玫 最 广 。 质 谱 作 为 一 种 快速 、 灵 第 的 蛋白 鉴定 技术 ， 近 几 年 来 
在 蛋白 质 组 技术 领域 得 到 了 飞速 发 展 。 其 中 以 MALDI 和 ESI-MS/MS 结合 四 极 
杆 、 离 子 姑 或 飞行 时 间 检 测 回 等 较为 常用 。 前 埋 适 于 高 通 量 、 大 规模 的 蛋白 质 组 
分 析 ; 上 后 者 与 液 相 色谱 联 用 可 鉴定 复杂 样品 ， 准 确 度 高 。Gevaert 等 [31 将 经 过 
2-DE 分 离 后 的 蛋白 进行 三 步 质 谱 鉴 定 ， 为 我 们 提供 了 和 参考: (DMALDITOF- 
PMF 分 析 ; 仿 若 第 一 步 拓 败 ， 可 将 剩余 的 肽 混合 物 进行 RP-HPLC 分 离 ， 再 行 
MALDLPSDEX; QA AAA, We MSE ESI-MS/MS 分 析 。 新 近 
出 现 的 另外 一 种 质谱 鉴定 新 技术 nanospray-LLC-MS-MS 454% E EJ 309 gg br | i d gr 
度 (1077 —10 mel)， 而 且 大 大 提高 了 鉴定 效率 (200—300 个 蛋白 /天 )， 从 而 
为 蛋白 质 组 的 高 通 基 分 析 提 供 了 保障 。 对 于 临床 标本 而 言 ， 将 MS 技术 与 im- 
munowalking、 人 免疫 印迹 、 免 疫 组 化 等 技术 结合 ， 更 能 反映 复杂 生物 样品 在 体内 
B AGER, 

(1) BS aet 6g CO do REFUS EE T 

EX ERE FARRER, ARB HD REOR ARUT RH 
点 ， 并 切 成 1 一 2 mm? KWH, UI —3R EE EIAS 2D 次 胶 作 为 空白 对 照 。 
Ri 50% E. 25minol/L RBA ROS 50— 100,4 RRA, iR ERG BR 
% 20min HAM, X2 1—2o08 SERERE, REARS OBA 
JR. BRE 25mmol/L 碳酸 氨氮 溶液 配 成 0.05 一 0.01xg/pl 的 溶液 ， 分 别 加 入 样 
号 5 一 8pl，37 艺 保温 反应 20h。 

(2) 肤 混 合板 的 提取 

5% 三 握 醋 酸 (TFA) 溶液 1205] 于 40T 保温 1h， 吸 出 上 清 液 ，2.5% TFA, 
50% ZH (ACN) AE 120pl 于 300 保温 1h， 吸 出 上 清 液 ， 合 并 上 清 液 冰冻 干 


(OS. 


(3) HK E & 465 65 AREE 

p S EE RAI SUL 0.5% TFA WWR, RIAR 1pl 进行 MALDI- 
TOF 质谱 分 析 。 

(4) 数据 库 检索 

使 用 国际 互联 网 上 的 重 白 质数 据 库 检 索 程 序 (www. expasy. ch/tools/pepti- 
dent. html) 对 胀 质量 指纹 图 PMF SET RA. AM SERRA, Lh PLA801D 
细胞 株 中 高 表达 的 候选 蛋白 为 例 ， 该 蛋白 经 酶 解 后 MALDI-TOF 分 析 所 获得 的 
PMF 如 图 13-3 所 示 ， 
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ai MALDI-TOF, 1# CCA as matrix 
2600,10,8 


$1 


2000 


1506 1 
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Y TOT TT TT TOTUM po Epp rcp Tcgpr T 
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 mz 
fexpart/home/data/specs/x00-2/Wang 'Y Q/ISRef/pdata/l tor Sun Oct 8 11:53:36 2000 


图 13-3 BRA CH RU GC I E 


HK ED BA: 965.09. 975.10, 982.03. 1041.20, 1093.12, 1174.16, 
1239.15. 1250.13, 1267.13, 1292.17, 1319.15. 1378.17, 1395.21, 
1402.11. 1419.11. 1433.09. 1448.25 . 1506.17. 1580.22. 1662.24, 
1883.35. 2669.67. 2685.65. 2739.51. 2748.66. 2895.65, HT fim pe dri. 
查询 条 件 如 表 13-2 所 列 ， 


13-2 肤 质 量 指纹 谱 巩 据 库 查 辩 参 数 设 定 


database SWISS PROT 
Protein mass range 40 000-60 000 
pl range 4.5—5.5 
species to be searched MAMMALIA 
all peptide masses are monoisotopic 
Mass tolerance 1.0Da 
enzyme Trypsin 
number of peptides required for match 4 
Cystein is treated with iodoacetamide 

查询 结果 显示 如 表 13-3; 
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# 13-3 BECK ES Peptident 数据 库 的 查询 结果 


# 
Score Peptide AC ID Description pI Mw 
matches 
Keratin, type [ eytoskeletal 18 (Cytokeratin 
0.73 19 P05783 KICR_ HUMAN 18) (K18) (CK 18). -Homo sapiens { Hu- 5.34 47926.62 
man). 
0.23 5 105371 CLUS RAT _1 Chain |: clusterin. -Rattus norvegicus (Rat), 5.46 49076.38 
Keratin, type I cytuskelotal 18 {Cytokeratin 
0.23 6 POS7#4  KICR | MOUSE 18) (Cytokeratin endo B) (Keratin D). - Mus 5.22 47372.89 
musculus ( Mouse). 
Keratin, type I cuticular HAG (Hair keratin, 
0.23 6 O76013 K1 N y 4.00 52247.07 
2 Tene im Me - HUMA’ type 1 HA6). - Homo sapiens ( Human) . 
cAMP-dependent protein. kinase, beta-catalytic def def 
. undef. 
0.93 6 PO5383 — KAPB, PIG subunit (EC 2.7. 1.37) (PKA C-beta) (Frag- d » » 
ment). - Sus scrofa (Pig). m m 
Zinc finger provein 117 (Zinc finger protein def def 
0.23 6  Q03924 2117 HUMAN HPFY) (Fragmem) . - Homo sapiens (Hu. “SOS "een 
man) ined ined 
Alpha-intemexin { Alpha-1nx) (66 kDa neuro- 
O49 5 P46660 AINX MOUSE filament: protein) ( Neurofilament-66 ). ( NF- 5.16 55869.98 
66). - Mus musculus (Mouse). 
0.19 5 3565 AINX _ RAT Alphe-internexin ( Alpha-Inx J). - Rattus 5.20 $6115.38 
un norvegicus ( Rat}. 
SPLICE Isoform 5 of A kinase anchor protein 
1, mitochondrial precursor (Protein kinase A 
008715 anchoring protein 1) (PREAL) (Dual specifici- 
0,19 5 AKA USE . ; 
T Iscform 1. MO ty A-Kinase anchoring protein 1) (D-ARAT-13 4.82 57969. 54 
(Spermatid A-kinase anchor protein) (S 
AKAP). - Mus musculus (Mouse). 
APA4 CHAIN 1; APOLIPOPROTEIN A-IV. - Ho- 
0.19 5 P6727 一 ` . . 
2 pore! HUMAN _1 mo sapiens (Human), 5.18 43374.52 


经 Peptident MRA 5 36H, AN REH 18 (Keratin, type I cytoskeletal 


18, K18) (Cytokeratin 18, CK 18) f Ki bise 5 t SR ARAB RA HE 
R, X ASPERIS, 8340.73, FHARR 48%, H5hUFREL 
的 蛋白 得 分 (0.23) BARRA, RUS 1 号 蛋白 点 应 该 是 CK18。 


外、 差异 候选 蛋白 的 进一步 确证 


对 于 在 PLASO1C, D 细胞 株 中 有 差异 的 蛋白 ，MS 鉴定 只 能 作为 其 中 的 一 个 


AMEN, ARLES RATE, BRAN HER MERA 
进行 进一步 的 验证 ， 才 能 保证 差异 蛋白 确实 与 肿瘤 转移 相关 。Celis JE 实验 室 结 
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AE ELI EB BOR CUL: 3 HE 48 4b EE h TILA SB Ee RR RE 7 LE 
度 相 关 的 蛋白 ， 为 指导 临床 医生 判断 病情 、 采 取 治 疗 措施 提供 了 依据 B01。 
O'Shaughnessy RFL30 等 结合 蛋白 质 组 技术 和 CDNA 阵列 杂交 技术 证 实 : 通过 有 蛋 
白质 组 技术 获得 的 差异 表达 蛋白 与 通过 cDNA 阵列 杂交 技术 所 获得 的 差异 表达 基 
因 绝 大 部 分 相似 ， 其 中 上 皮 性 脂肪 酸 结合 蛋白 (PA-FABP) 的 高 表达 可 作为 人 
表皮 移行 扩 增 细胞 的 标志 蛋白 。 
对 于 在 肺癌 高 、 低 转移 株 细胞 中 有 差 
异 表达 的 候选 蛋白 ， 我 们 从 两 个 方向 对 其 
进行 了 确证 ，Q@ 在 蛋白 水 平 , 用 Westen "O 
blot 技术 对 候选 的 差异 蛋白 进行 验证 ; © 
在 分 子 水 平 ， 采用 Mx ig E RT-PCR 结合 PLA801C PLAS8OID 
Northern blot 技术 对 编码 候选 差异 蛋白 的 
RNA 进行 确证 。 以 上 面 提 到 的 蛋白 为 例 ， 图 13-4 CK18 在 PLA801C、D 细胞 株 的 
通过 2-DE 技术 分 离 后 ， 发 现 该 蛋白 在 差异 表达 (Western blot) 
PLA801C. D 株 细胞 间 有 2 倍 以 上 的 量变 ， 
为 了 证 实 该 蛋白 在 C. D 株 细 胞 间 确 有 差异 ， 我 们 进行 了 以 下 的 实验 : 采用 
RIPA 提 取 液 提取 C. D 株 细胞 的 总 蛋白 ， 等 量 上 样 ，SDS-PAGE 电泳 后 ， 将 胶 
转移 至 PVDF 膜 上 ， 封 闭 ， 免 疫 反应 ，ECL 显 色 ， 压 片 ， 显 影 、 定 影 。 结 果 如 
T: 从 Western blot 的 结果 可 以 看 出 ，CK18 在 肺癌 高 、 低 转移 株 细胞 间 存 在 显 
33:5, CK18 在 肺癌 高 转移 株 细胞 中 的 表达 增加 。Chu 等 观察 到 CK18 表达 阳 
性 的 肺癌 细胞 ， 其 转移 能 力 较 CK18 阴性 的 细胞 强 ， 与 肿瘤 细胞 的 迁移 能 力 增强 
和 在 胞 外 的 扩散 能 力 降 低 有 关 t8]。 对 于 一 些 没有 相应 抗体 的 差异 蛋白 ， 可 采取 
从 分 子 水 平 进行 验证 的 方法 。 对 于 RNA 水 平 的 检测 ， 可 以 采用 定量 RT-PCR 及 
Northern blot 的 方法 ， 但 由 于 蛋白 水 平 与 RNA 水 平 的 不 一 致 性 以 及 蛋白 存在 翻 
译 后 的 修饰 等 情况 ， 因 此 对 RNA 水 平 的 检测 不 能 完全 反应 蛋白 水 平 的 情况 。 
从 Western 结果 (图 13-4) 可 以 看 出 ，CK18 在 PLA801C、D 细胞 间 存 在 显 
著 差异 ， 与 2-DE 的 分 析 结 果 一 致 。 


CK18 


五 、 候 选 蛋白 的 功能 探讨 


通过 蛋白 质 组 技术 可 发 现 一 些 在 肿瘤 转移 中 未 见报 道 的 蛋白 ， 为 了 观察 这 些 
蛋白 在 肿瘤 转移 中 是 否 发 挥 了 作用 及 通过 何 种 途径 起 作用 ， 无 疑 会 给 肿瘤 的 诊断 
和 寻找 治疗 坡 标 提供 线索 。 具 体 的 策略 可 参照 CFABP (cutaneous fatty acid- 
binding protein) 的 研究 ，Jing 等 321 通过 系统 性 的 差异 显示 技术 找 出 了 在 前 列 腺 
和 乳腺 瘤 细 胞 中 高 表达 的 C-FABP 基因 ， 将 CFABP 的 cDNA 导入 良性 的 、 非 转 
BAA MARL APR Rama 37 后 ， 获 得 的 转 染 网 用 接种 同 基 因 的 Wistar- 
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Furth 大 鼠 ， 结 果 发 现 有 6/26 的 大 鼠 体 内 出 现 了 了 种 瘤 转移 ， 而 空 载体 转 染 的 细 
胞 接种 后 未 出 现 肿 瘤 的 转移 ， 由 此 看 来 C-FABP 基因 与 肿瘤 的 转移 相关。 随后 的 
一 系列 实验 证 实 C-FABP 是 通过 促进 VEGF 的 表达 而 增强 肿瘤 细 胸 的 转移 能 力 
的 B31。 随 着 研究 的 深入 ， 将 会 发 现 -- 些 新 的 蛋白 可 能 与 肿瘤 的 转移 有 关 ， 而 蛋 
往 质 组 技术 将 会 为 溃 瘤 转移 相关 和 恒 白 的 发 现 、 对 肿瘤 转移 机 制 的 研究 起 到 重要 作 
用 。 


第 三 节 辐射 致 瘤 相关 蛋白 质 分 子 慰 志 物 的 研究 


肺癌 是 当今 全 世界 发 病 率 和 死亡 率 增长 最 快 的 疾病 ， 在 欧美 发 达 国 家 不 论 男 
eg oe fit, 4 REDE SETS E PEU, fedt us 
三 位 41。 其 主要 炳 央 来 源 于 抽烟 、 大 气 粉 侍 及 天 然 本 底 辐 射 等 。 原 发 性 肺癌 是 
环境 因 束 与 人 体 亦 互 作用 的 结果 ， 其 发 生 、 发 展 是 多 内 素 、 多 基 国 及 多 阶段 的 复 
杂 过 程 。 其 中 瘤 基 因 与 邱 癌 基因 的 失衡 是 其 发 生 、 发 展 的 主要 机 制 。 而 仅仅 在 基 
固 水 平 的 研究 是 不 驶 的， 应 该 运用 蛋白 质 组 研究 的 技术 悼 系 ， 从 整体 水 平 上 深入 
到 基因 功能 的 具体 实施 者 一 一 重 白 质 来 进行 研究 。 目 前 关于 肺癌 蛋白 质 组 水 平 上 
的 研究 非常 有 限 ， 互 联网 及 文献 中 也 没有 关于 肺癌 细胞 系 或 组 织 的 蛋白 质 表 达 谱 
发 布 。Okuzawal”| 等 分 析 了 14 例 不 同 组 织 病理 类 型 的 临床 沛 癌 有 种 痛 样 本 ， 总 结 
出 一 些 蛋 白 的 异常 表达 ， 并 分 析 得 到 订 能 的 肿 瘙 标志 物 TA02， 后 经 ChumanU*! 
等 鉴定 为 aspartic protease napsin 入。 由 于 个 体 差异 以 及 间 上 质 和 各 正常 组 织 的 干 拢 ， 
使 得 临床 样本 的 可 变性 太 大 ， 很 难 分 辨 开 有 意义 点 和 污染 点 ， 得 到 一 个 真正 的 肺 
瘤 蛋白 质 组 表达 谱 。 

癌症 的 一 个 诱发 原因 是 暴露 于 电离 辐射 ， 辐 射 是 -… 种 已 知 的 环境 教 癌 因 子 ， 
氧 及 其 子 体 是 人 类 本 底 辐 射 的 最 让 要 上 成分， 其 危害 来 自 于 沉积 在 呼吸 道 表 面 拨 不 
断 训 变 产 生 的 粒子 有 照射。 月 前 氨 致 人 类 肺癌 已 成 为 研究 热点 ， 然 侧 在 临床 或 更 
场 很 难 获得 正常 、 癌 前 和 癌 组 织 ， 因 此 ， 建 立体 外 支气管 瘤 变 模型 有 助 二 更 方便 
地 了 解 疾病 发 生 、 发 展 及 其 分 子 机 制 。 本 研究 所 采用 的 细胞 为 人 支气管 上 皮 细 胞 
f BEP2D, 1991 年 由 Harris 用 上 克隆 的 全 长 人 乳头 瘤 病 毒 (Human Papillo- 
maviruses 18, HPV18) $3 iE A Xx ^ EAS (NHBE) 构建 而 成 71， 该 
细胞 系 在 体外 连续 传代 100 TX DÀ ERR ERA MOT, RH 12 个 月 以 
LARWREI RTE, HEBR MASEL, RAR REL, RH 
想 的 肺癌 研究 模型 。 目 前 世界 上 只 有 两 家 研究 所 建立 起 完整 的 转化 模型 ， 有 关 该 
细胞 系 基 因 表 达 改 变 的 研究 已 取得 进 许 038-~4]1]。 国 家 重点 基础 研究 发 展 规划 项 目 
《恶性 肿瘤 发 生 与 发 展 的 基础 性 研究 ) FUL “MUR AT RE RHE ee EL 
分 子 机 制 研 究 ” 小 组 用 a 粒子 辐射 诱导 BEP2D 细胞 系 ， 得 到 RH AAA, 4 
培养 至 20 RH (RH20) 时 ， 裸 鼠 接 种 实验 和 形态 学 分 析 基 现 出 癌 前 病变 形 志 ， 

296 : 


表明 该 细胞 系 20 代 时 处 于 癌 前 阶段 ; 照 后 培养 细胞 至 35 代 (RH35) 时 ， 病 理 
学 检查 提示 细胞 已 经 开始 急性 转化 ， 为 高 分 化 鳞 癌 ， 表 明 35 代 细 胞 已 实现 瘤 前 
到 瘤 细 胞 的 转化 (如 图 13-5 所 示 )。 原 代 、20 代 、35 代 RH 细胞 系 的 获得 为 研 
窜 肺 癌 早 期 病变 和 转轨 的 分 子 机 制 担 供 了 .个 良好 的 模型 。 利 用 双向 电泳 、 图 像 
分 析 和 质谱 鉴定 等 于 段 ， 我 们 对 RHO、RH20、RH35 三 代 细 胞 表达 图 谱 进 行 差 
异 蛋 白质 组 分 析 ， 获 得 了 部 分 差异 蛋白 质点 的 信息 。 

NIH Haris 


T1 piu Ri . 
， 转 染 HPY-18 .5Gy 
= 连续 100 我 


LERRA 


Bug [——- 早期 转化 supp, 
(RHOD 120 代 培养 (RTOS) |] 1s 代 培养 】 【RH35 代 龊 ) 


软 琼 月 克隆 形成 增 商 ARETAN 
ARTE. 
E YXTTT. 


阐 前 病变 一 一 一 一 -| 一 -癌变 


图 13-5 BEP2D 细胞 恶性 转化 模型 的 建立 


一 、 细胞 培养 与 样品 提取 


未 生化 的 人 支气管 上 皮 细 胞 系 BEP2D 来 自 于 Harris CC Arg AT EU, a 
该 细胞 在 37 P. 5% CO, 浓度 的 培养 箱 中 ， 用 HLC-8 无 血清 培养 基 培 养 。 当 
细胞 达到 指数 增长 期 后 ， 虎 梅 消化 细胞 并 用 PBS 缓冲 滚 洗 许 三光。2 x 105 个 细 
胞 中 加 入 10041 的 裂解 缓冲 液 (8 mol/L ERE, 4% CHAPS, 40mmol/L Tris), 在 
IECPSSBEJLUUAS, MA 20pl RNA BS (20pe/ul), BCE 15min, 4'U T 13 000 r/ 
min 离心 30min, "EHE bi, Wr — 700€ & 7H. SEDE GERI Bradford EU, 


~, ROBXARSOR 
使 用 一 向 安 法 玛 西 亚 公 司 IPGphor BR EW, Li BIO-RAD 公司 


PROTEAN IL Cell， 实 验 疲 程 、 程 序 设 定 参 见 本 章 第 二 节 ， 分 析 胶 的 银 染 和 制备 
腕 考 马 斯 亮 蓝 旨 反方 法 参见 第 四 章 。 
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银 染 后 分 析 胶 利用 ImageScanner 光学 扫描 仪 ， 在 256 & Jk BERI 300dpi 的 分 
WERT, AREAS REET AA. TE Pentium M 500 微 处 理 器 (Dell, 128MB 内 
fF) 下 运行 ， 分 析 蛋 白 图 谱 。 凝 胶 点 的 检测 (Spot detection), AIRIAM (Back- 
ground subtraction) 、 相 对 分 子 质 基 和 等 电 点 校正 、 归 一 化 处 理 (Volume normal- 
ization) 和 凝 胶 配 比 (Gel match) 分 析 用 ImageMaster 2D Elite 3.01 (Amersham 
Pharmacia) 来 完成 。 选 择 其 中 的 一 张 凝 胶 图 像 作为 参考 胶 (Reference gel), H 
他 的 图 谱 与 之 进行 配 比 ， 并 选择 一 些 匹配 点 (User Seeds)， 以 增强 两 块 胶 的 自动 
配 比 能 力 。 蛋 白质 斑点 的 其 被 定义 为 构成 这 个 点 所 有 象 素 点 强度 值 的 总 和 ， 为 了 
较 准 确 的 反映 蛋白 质 斑点 量 的 变化 ， 将 整 块 胶 中 每 个 点 的 量 (Vol) 累加 ， 每 一 


个 蛋白 点 的 量 除 以 累加 值 称 为 该 蛋白 质点 占 胶 内 所 有 蛋白 质 总 量 的 百 分 含量 . 


(%Vol)。 数 据 分 析 以 该 %Vol 为 基准 ， 在 Microsoft Excel 97 中 进行 ， 调 用 统计 
检验 为 Student's t-testo 


RHO " RH20 M " RH35 4. 
* sa 
Sy v * . 
- S z n> = 
€ -S . $59. , .f e 
"=o e Fr h " 


图 13-6 只 在 RHO 代 细 胞 系 表达 的 三 个 蛋白 质点 


利用 ImageMaster 双向 电泳 图 谱 分 析 软 件 ， 分 析 结 果 显 示 有 3 个 点 只 在 原 代 
细胞 中 表达 (图 13-6), mi 20 RA 35 代 细 胸 表 达 并 无 显著 差异 。 蛋 白质 表达 量 
的 差异 运用 Student's t-test 进行 显著 性 分 析 (P<0.05)。 结 果 显 示 原 代 和 20 代 
之 间 有 43 个 蛋白 质点 表达 量 发 生变 化 ， 其 中 22 个 蛋白 质 表 达 量 下 降 ，21 个 点 
的 表达 量 上 升 (图 13-7)。20 RE 35 代 的 分 析 表 明 ， 有 66 个 蛋白 质点 的 表达 量 
发 生 了 变化 ， 其 中 53 个 蛋白 质 表达 量 下 降 ， 只 有 13 个 蛋白 质点 表达 量 上 升 (图 
13-8)。 在 20 代 和 35 代 均 发 生 表达 变化 的 点 有 18 个 。 
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图 13-8 RH20 4 RH35 双向 电泳 差异 表达 蛋白 质点 


四 、 差 异 蛋 白质 点 的 指认 


运用 肽 质量 指纹 谱 技 术 和 基质 辅助 激光 解吸 附 飞 行 时 间 质 谱 仪 源 后 衰变 
(post source decay, PSD) 功能 ， 对 部 分 差异 表达 的 胶 上 蛋白 质 进 行 酶 切 鉴 定 。 
如 点 935 和 点 939 经 鉴定 为 高 移动 性 家 族 和 蛋白 1 (high mobility group protein 1, 
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HMG-1), EA RH 原 代 细胞 表达 而 让 20 RA 35 RTE. E RIE 
现 Maspin SH, -种 将 氨 酸 蛋 自 酶 抑制 剂 ， 在 驻 瘤 早期 转化 过 程 中 低 表 达 ， 该 
蛋白 可 以 抑制 乳腺 瘤 和 前 列 腺 癌 细 胞 的 移动 和 侵 获 [4 人]。 从 对 不 同 对 繁 的 研究 
来 看 ，Maspin 蛋白 及 其 相互 作用 网 络 可 能 在 肿瘤 的 发 生发 展 过 程 中 扮演 着 重要 
fy fa ltd 

Wu EE TRG ERIK OA SUE ETRE AGE, WIR) EP RR 
RAS ARN RRA, CHR LA ARE SRK, UPRAKEA 
im, REARS, EERS Se PRESALE RM EA 
E (BE). 


五 、 展 望 


尽管 筷 日 质 组 技术 在 近 几 年 里 得 到 了 快速 发 展 ， 但 在 样品 制备 、 鉴 定 等 方面 
还 存在 不 足 ， 如 : 对 低 丰 度 蛋 白 、 极 破 性 蛋白 、 高 相对 分 子 质 基 蛋 月 的 分 离 及 对 
蛋白 番 译 后 修 乌 的 鉴定 等 ， 以 及 该 技术 在 重复 性 、 高 通 量 、 自 动 化 等 方面 的 不 
足 ， 使 得 蛋白 质 组 研究 的 技术 平台 目前 述 处 于 发 展 完善 阶段 。 目 前 蛋白 质 组 技术 
的 主要 瓶颈 在 二 高通 盟 及 自动 化 的 实现 ， 府 它们 近来 被 证 明 有 望 通过 逐渐 发 展 完 
善 的 蛋白 质 微 阵列 技术 得 以 解决 。 和 最 近 ， 两 课题 组 直接 将 肿瘤 组 织 标本 或 经 
LCM 技术 获取 的 样品 粗 提 罩 白 加 于 固 相 色谱 柱 表 面 或 蛋白 芯片 阵列 上 ， 通 过 表 
面 增强 激光 解 离 和 离子 化 技术 洗 脱 性 白 后 ， 采 用 飞行 时 间 质 谱 直接 鉴定 差异 表达 
BAS), CMSA, AS LCM 技术 的 高 密度 蛋白 阵列 、 抗 体 阵 列 
及 小 分 子 阵 列 有 助 于 建立 恶性 肿瘤 的 蛋白 表达 谱 。Binz 等 [9 提出 的 分 子 扫 描 技 
本 使 得 蛋白 质 组 的 自动 化 分 析 又 阿 前 迈 出 了 一 步 。 具 体 方法 是 将 痒 品 经 2-.DE 微 
RB BG, AAPL BEA (one-step digestion transfer, OSDT) 技术 
将 2-DE 胶 上 所 有 蛋白 平行 消化 酶 解 后 转移 至 PVDF RR E, Hj% MALDI-TOF- 
MS 扫描 ， 获 取 PMF 数据 后 就 可 产生 一 张 在 线 的 含 PMF Sig ur e GE FS RY 
2-DE 图 谱 。 该 方法 开创 了 临床 分 子 反 措 的 先例 ， 有 利于 肿瘤 的 临床 诊断 与 预后 
评价 。 
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第 士 四 章 ”细胞 凋 亡 的 蛋白 质 组 研究 


第 一 节 mpi pfe uu 


细胞 凋 疡 是 多 细胞 有 机 体 调节 发 育 的 一 个 重要 特征 。 最 初 ， 从 形态 学 特征 定 
NAC, AOA a, aR RE YATE, 
BERCEAU. JAMEDA EEEE, WE (apoptosis) 是 由 一 组 或 
者 促进 细胞 凋 亡 或 者 促进 细胞 生存 的 基因 紧密 调控 ， 次 定 细 网 的 数目 和 有 机 体 的 
组 织 大 小， 本 此 在 保持 细胞 内 的 稳 态 中 发 摔 了 重要 的 作用 。 不 适 的 凋 亡 调节 将 导 
AS ARO, PE. AREA, HREM. AIDS 、 神 经 退行 性 病变 和 
心肌 梗塞 等 (5]。 在 过 去 的 十 多 年 中 ， 其 分 子 机 制 的 研究 揭示 :， 济 广 大致 要 经 上 万 
甬 发 、 调 控 和 执行 以 及 最 后 死亡 特征 的 出 现 三 个 阶段 。 其 中 ， 细 胞 核 内 各 种 转录 
因子 、 细 胞 器 线粒体 内 Bc-2 家 族 和 蛋白、 细胞 腊 上 各 种 功能 复合 体 的 募集 {如 
TRADD, FADD, CARD 等 )、 细 胞 质 内 系列 半 胱 氨 酸 蛋白 酶 的 级 联 放大 、 第 二 
信使 、 细 胸 周 期 秘 白 、 骨 蛙 蛋 髓 、 结 构 重 白 以 及 内 质 网 和 《或 ) 线粒体 成 分 均 参 
与 调 亡 形 成 ， 而 共 他 与 细 网 生长 、 分 化 、 增 殖 等 密切 相关 的 信 身 转 导 通路 ， 如 涉 
AAT AN AY EFF Ac FF EF a E A REW, c-Jun 激酶 、p38 激酶 和 cdc2 
激酶 此 与 调 亡 信 和 号 转 导 有 联系 91。 现在 有 证 据 表明 : ROM eRe 
通路 ， 即 死亡 受 体 信和 号 通路 和 死亡 受 体 非 依赖 《或 者 称 为 线粒体 ) 传导 通路 ， 在 
细胞 的 一 定 状 态 下 ， 会 发 生 “对 话 "1。 并 及， 依据 有 机 体 所 处 的 环境 ， 细 胞 个 
体 还 对 于 死亡 和 生 在 两 种 信和 上 与 进行 整合 ， 来 决定 其 命运 。 


— 细胞 将 亡 相 关 的 几 类 全 号 分 子 
1. 细胞 膜 上 分 子 支 架 的 慕 集 


位 于 细胞 膜 上 的 死亡 复合 物 各 种 成 分 间 的 同型 相互 作用 (homotypic interac- 
tion) 对 于 沿 亡 稍 号 是 很 关键 的 。 它 依附 于 分 子 支 架 (molecular scaffold) 5], 在 
细胞 膜 上 通过 将 信号 分 子 组 装 成 功能 复合 体 而 提供 局 域 性 结构 。 它 沿 着 信号 转 导 
通路 ， 提 供 了 类 似 “ 流 水 线 ” 的 方式 。 在 凋 它 分 子 中 存在 着 三 种 类 型 的 蛋白 质 相 
HERR (interaction domainy， 死 亡 缚 构 域 《death domain, DD), FETCH 
应 结构 域 (death -effector domain, DED) 和 caspase 莫 集 结构 域 ( caspase-recruit- 
ment domain, CARD), DD 位 于 调 亡 途 程 的 上 游 ， 如 死亡 受 体 【CD95、TJTJNFR 
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和 DRI) 及 幕 集 这 些 受 体 的 分 子 (FADD, TRADD fil RIP), Hj DED, CARD M 
负责 募集 与 接头 条 白 (adaptor protein) 形成 特定 死亡 复合 物 的 长 N 端 前 结构 域 
(prodomain), = FF 8 B uS. Hf eA ee, Pl. 与 RING. 
TRAF 28 fj is 4H 2c 8] BS OF JE AR AE FF (cysteine-rich motif associated with 
RING and TRAF domains, CART), HECA Jt R 3E ‘AZAR (toll-interleukin-re- 
ceptor domain, TIR) 以 及 MATH (meprin and the TRAF-homology domain) 相互 
之 间 ， 与 DD-DED-CARD 间 在 结构 上 无 关 。 而 接 蒜 蛋白 的 设计 原理 是 连接 两 个 
不 同 的 相互 作用 结构 域 ， 亦 通过 同 源 相 王 作 用 来 实现 ["s1。 

DD 最 初 是 由 Tarataglia 等 人 在 研究 肿瘤 坏死 因子 受 体 (tumor necrosis factor 
receptor, TNFR) 的 缺失 突变 中 首次 提出 中 。 位 于 蛋白 质 胞 内 区 CC 端的 80 T 
ANE, ARP EMC S., TNFR KREIS IER Y 20 € 
个 成 员 被 鉴定 。 这 些 蛋 白 在 细胞 外 配 体 结合 区 域 和 细胞 内 效应 区 域 均 存在 同 源 
性 。 这 些 受 体 通 过 和 蛋白 与 蛋白 间 的 相互 作用 来 传递 死亡 信和 号。 死亡 结构 域 如 
TRADD、FADD/MORT-1 URES DAXX 给 我 们 提供 了 与 受 体 超 家 族 相关 
的 信号 转 导 机 制 的 新 理解 101。TRADD 是 一 个 与 其 他 已 知 数据 库 中 蛋白 质 几 乎 
设 有 同 源 性 的 基 央 产物， 是 与 TNFR1 相关 的 蛋白质 。 缺 失 突 变 研究 表明 ， 这 种 
相互 作用 是 通过 TRADD 的 CC 端 111 个 氨基 酸 DD 来 实现 。TRADD 的 DD 亦 调 
节 自 碳 相关 的 凋 伺 ， 其 过 表达 可 诱导 凋 关 ， 如 细胞 形态 的 改变 和 DNA Bp, 
FADD/ MORT-1 是 男 一 个 含有 DD 的 蛋白 ， 可 广泛 表达 ， 且 与 TNFR1 相互 作 
用 [21。 数 据 库 搜索 的 结果 表明 FADD 的 DD 5; TNFRI 和 Tas 47 2596 -30% 的 同 
源 性 。 与 TRADD #4, FADD/MORT-1 的 过 表达 可 以 诱导 油 亡 ， 但 其 效应 区 
域 在 蛋白 的 NS. MRA DAXX 通过 其 C 端 与 Fas 的 DD £510), DAXX 
的 过 表达 可 以 增强 Fas 介 导 的 调 亡 和 激活 INK 途径。 此 外 ，RIP (receptor-inter- 
acting protein) 4! {4} F Stat 74AkDa 的 蛋白 质 ， 可 与 Fas 和 TNFR1 He, HC 
端 是 DD，N 端 与 时 白 激酶 其 有 同 源 性 。RIP de i Po 69 ope xS ET i INTE. 
CARDIAK/RIP2 则 属于 另 一 个 新 的 RIP 样 激酶 (5 。 近 来 通过 酵母 双 杂 交 和 体外 
GST pull-down 的 鉴定 表明 ， 遍 十 Ca?1. 结 合 蛋 白 家 族 成 员 的 兽 亡 相关 基因 2 
(ALG-2)}， 可 以 与 Fas 发 生 相 互 作用 ， 表 明 ALG-2 通过 与 Fas HUS E RISE TCR 
有 直接 的 分 子 联系 中 ， 但 其 作用 机 制 仍 需 进 一 步 探 讨 。 


2. 胞 质 内 的 caspase 的 执行 


在 细胞 质 的 均一 混合 弥散 体系 ， 厦 在 着 一 系列 削 白 酶 caspase, SAC “W 
行 ” 密 切 相 关 ， 通 这 caspase 的 级 联 放大 发 挥 作 用 。 与 线虫 Ced-3 和 哺乳 细胞 白 
oni fp xx 1-8 转换 酶 (IL-1g-converting enzyme, ICE) 相似 ，caspase Jj — BAER 
SEES SEREELAE AE E RAM, YERLAR SEDI EE FERE D BUD A, 
CHESS A+ ATE, DEBRA FO, BARRE: 
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自行 断裂 激活 ， 或 为 机 一 个 caspase MIA. MP UE Bern do SERT FEE, 
由 10kDa 和 20kDa 的 亚 单 位 组 成 。 其 晶体 结构 显示 ， 亚 单位 形成 带 有 两 个 活性 
GA RA AT, EPH] caspase 分 为 两 类 : 启动 者 和 执行 者 。cas- 
pase 存在 长 或 短 的 NON Bri PR. IB Api {调节 子 ) 可 断裂 和 激活 短 前 结 
HIR CRON), PATTER A CS caspase 的 位 置 仍 值得 争论 ， 但 至 少 在 
Fas 通路 ， 死 亡 信 续 基 通过 顺序 激活 的 。 

caspase 与 caspase 相互 作用 在 油 亡 中 是 非常 重要 的 ， 在 油 亡 过 程 中 最 初 的 
caspase 激活 一 定 这 涉 某 些 本 知 因 子 。 目 前 ， 已 知 caspase 酶 原 的 聚集 是 导致 cas- 
pase 激活 的 重要 -- 步 ， 首 先 ， 由 某 些 caspase 前 结构 域 的 电 白 相互 作用 结 梅 域 与 
接头 分 子 结 合 导 致 caspase 酶 原 聚 集 ， 随 后 ， 通 过 下 游 的 caspase 的 断裂 和 激活 来 
进行 级 联 放 天 再 1 信号 。 例 如 :， caspaseg, 10 酶 原 包 括 两 个 串联 死亡 效应 鱼 构 域 
(DED), Mi caspasel、2、4、5 和 9 REDE G fi CARD， 两 者 皆 与 接头 蛋白 相同 的 
SWB. CARD. DED 具有 与 DD 相似 的 结构 ， 即 由 6 PARAS. TE 
的 、 反 向 平行 的 a 螺旋 组 成 hn81。 由 此 ， 导 致 调 亡 顺 序 激 话 可 概括 为 ， 由 上 游 信 
导 导 致 的 构象 变化 允许 接头 分 子 和 募集 到 死亡 复合 体 ; © 会 特定 结构 域 的 caspase 
BR, QU 一 旦 出 现 邻 近 效 应 ，caspase ME TIM RIELES, ita 
子 癌 或 分 子 内 的 催化 和 激活 。 

由 “执行 者 ”caspase BEER] €. PER RNA 前 接 、DNA 修复 、 细 胞 和 核 
的 骨架 蛋白 091。 在 体外 凋 亡 实验 中 ， 由 caspase 断 履 的 第 一 个 蛋白 是 PARP (poly 
ADP-ribose polymerase)， 这 是 在 某 种 极端 状态 下 的 底 御 ， 在 体内 可 能 是 caspase3、 
7。 其 中 ，casbase3 不 但 可 断裂 DFFAS/ICAD, JG BREE +E 3] OS €. OK BB A 
裂 [90]， 断 裂 核 纤 层 ， 破 坏 核 膜 ; TAR d EE. MaR AA PAK, 
使 细胞 腊 和 骨架 的 形态 学 改变 。 而 “启动 尹 ”caspase 的 作用 位 点 却 不 同 。 其 中 ， 
caspase? 9 被 Bcl-2 家 族 成 黄 在 线粒体 激活 ， 人 负责 断裂 和 激活 caspases, M cas- 
pase8 是 CD95/Fas 信号 转 导 通 路 上 的 第 -个 酶 。 此 外 ， caspasel0 订 和 启动 Fas 和 
TNF 相关 的 配 体 - 受 体 介 导 的 调 亡 ， 并 不 依赖 于 caspase8。 虽 然 caspase8 和 10 的 
JEE FS T dS UT UL 5; PADD 的 死亡 效应 结构 域 相互 作用 ， 但 是 两 者 具有 不 
同 的 满 亡 底 物 。 因 此 ， 在 死亡 受 体 信号 或 其 他 的 细胞 过 程 中 发 挥 各 自 的 效应 Ca 。 

除 caspase HWM, RH BA CrmA 和 杆 状 病毒 蛋白 p35 特异 作用 于 
caspase Fh, JH LAW HE PR RE caspase 抑制 剂 XIAP 也 与 caspase3. 7 MIKI), H 
前 文献 报道 ，caspase 至 少 由 3 种 不 同类 型 的 抑制 剂 来 调节 。 作 FLIPs 含有 元 活 
性 的 caspase 辐 源 结构 域 ， 其 催化 位 点 已 被 破坏 。 这 些 蛋 白 作为 显 性 失 活 的 Cas- 
pase REKARTE GME. © caspase 活性 可 LIE TAP (inhibitor of apopto- 
sis proteins) Brill], EEA 173 PRAM RBA, RA BIR SAM, MR 
BUM GAC. Wet, EEE- RING 指 状 结构 ， 可 能 介 导 某 些 特 异 的 蛋 
B-SAA REA; 某 些 IAPs 还 含 CARD S38, TAES caspase 的 CARD 相互 
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fF. Q B-P BIE KAW ARC, (LAA CARD AR, 

Sel, ARER, MEERE caspase 的 状态 下 亦 可 发 生 。 当 加 入 
caspase {fl Flat, ELS DIS RIO UD, iX EUH caspase 激活 以 前 ， 细 胞 已 注定 
死亡 。 既 然 上 游 caspase 向 下 游 “执行 者 ”传递 信号 是 道 过 断裂 酶 原 内 结构 域 的 
ERT, HIERHER., BR Bee AT LA OAL eT Re, AE 
ZMH kn BR BR A La, EEE 83] CE SP PRR 
ASME OBC! PARAM, BARAR OAD E AR TE DR PE RST 
区 存在 另 一 位 战 ， 也 可 激活 caspase 酶 原 。 而 CD47 iA] T AAC ee S 
Fas. TNF 介 导 的 信号 无 关 ， 并 不 涉及 DNA 断裂 和 caspase HIRE). A, cas- 
pase 的 调 亡 调控 机 制 仍 需 进 一 步 研 究 。 


3. 线粒体 内 Bcl-2 家 族 蛋 白 的 调节 


线粒体 过 去 简单 地 被 认为 居 产 生 能 本 的 细胞 器 ， 目 前 普 裔 认为 是 凋 放 的 枢 
纽 ， 它 通过 释放 死亡 促进 因子 入 胞 质 而 调控 着 细胞 的 生死 。 由 于 线粒体 以 外 膜 与 
胞 质 相 阳 《compartment)， 因 此 ， 油 亡 信 号 得 以 在 不 同 区 室 了 间 进 行 传导 和 易 位 
(translecate)j， 这 种 信号 流 的 空间 位 移 和 鞍 伸 ， 在 功能 上 使 焕 六 信和 号 转 导 更 加 复 
the 

位 于 线粒体 外 膜 上 的 Bcl-2， 与 ced-9 同 源 ， 蚌 从 滤 泡 B 细 胞 痛 中 克隆 出 的 第 
MAME MSA. BARRA, Bdh? 家 族 已 经 有 许多 新 成 员 ， 包 
播 持 抗 凋 亡 的 Bel-2、Bel-xL 等 和 促进 凋 它 的 Bax. Bak SHH, E Bel-2 家 
km mE CoOSEXEBLUKZ PIE. E, Bel-2. Bel-xL 的 这 一 区 域 负责 定位 肉质 
网 、 线 粒 体外 腊 和 核 外 腊 。 此 外 ，EBcl-2 家 读 的 一 个 显著 特征 是 易 形 成 同 源 或 异 
源 二 座 体 [?]， 促 测 亡 蛋白 和 抗 测 亡 蛋 白 的 比率 决定 着 细胞 是 否 生 存 。 例 如 :Bad 
Fy 45 Bel-2, Bcl-xL 形成 异 二 聚 体 ，Bad 的 过 表达 持 抗 Bel 2、Becl xL 的 生存 作用 ; 
Bax 也 可 与 Bel-2、Bcl-xl 形成 异 二 聚 体 ， 尽 管 其 亲 和 性 较 低 351。 目 前， 对 这 一 
类 细胞 生存 调节 各 白 的 研究 表明 ， 它 们 控制 线粒体 的 渗透 转换 (permeability 
transition, PT) 和 离子 、 和 蛋白 的 外 流 ， 如 电子 运输 蛋白 细胞 色素 cU). mte xx 
c 一 二 释放 ， 可 激活 caspase Aiko MIG: Bax. Bak 刺激 电压 依 束 的 光子 道道 
(VDAC) 开放 ， 细 胞 色素 < 可 以 穿 过 这 一 通道 [01。 另 有 观点 表明 ， 由 于 线粒体 
外 膜 的 破裂 ， 通 道 的 形 虑 大 称 足 以 允许 细胞 色素 c 道 过 HU。 同 时 ，Bel2 家 族 的 
蛋白 联合 不 同 的 ATPase (Ap-ATPase) 共同 调节 痢 亡 的 信号 转 导 。Ap-ATBPase 
以 复合 物 的 方式 激活 caspase, (UF RS AM CARD 结构 域 间 的 相互 作用 ， 或 
Ap-ATPase 结构 域 和 蛋白 酶 结构 域 间 的 相互 作用 ! 7]。 而 Bel-2 HIKE Diva, Boo 
还 可 直接 与 Apaf-! HEAT, 总之， 关键 的 调节 蛋白 是 Bcl-2 RRA 
ATPase, Bil, BAER EFA AR, IEA iA GenBank MBH, DAME 
出 一 个 新 的 人 Bel-2 样 基因 一 一 Bcl2-L-10， 它 含有 保守 的 BH4. BHI 和 BH2 结构 
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th, (RRS BH3 结构 域 ， 定 位 在 15q21.2 染色 体 ; 通过 阻止 细 欧 色素 c 的 释放 
和 线粒体 膜 电 位 的 降 构 来 防止 测 亡 的 产生 ， 但 不 能 阻 河 TNFa 诱导 的 调 亡 ; 它 的 
BH4 结构 域 和 跨 腊 结构 域 对 其 功能 是 必 澳 的 [31。 映 有 两 个 BAG-1 蛋白 家 族 成 员 
BAG3 和 BAG-4， 可 以 与 Bcl-2 结合 。 其 中 ，BAG-4 SHCA ARN HEA 
(suppressor of death domains, SODD) 相应 ， 它 可 以 抑制 TNFRI 的 信号 传导 。 
BAG-3 和 BAG-4/SODD 都 可 以 与 BclL2 发 生物 理性 的 相互 作用 [341， 其 作用 机 制 
仍 需 进一步 探讨 。 

介 导 细胞 凋 记 的 BH3 结构 域 的 鉴定 导致 了 BelL2 家 族 的 另 一 类 成 员 的 出 
现 一 一 即 仅 具有 “个 BH3 RAMA A. AR, Aone Se 7 个 这 样 
HEH, Bad. Bik, Blk, Hrk/DPS. Bid. Bim, Noxa, RAM EGL [X & fi BH 
(9—16 TAER) 结构 域 (51。 其 中 ， 线 虫 中 EGL 蛋白 作为 细胞 凋 亡 的 核心 存 
在 3351。 而 缺陷 Bim B's BUE EORR A T. ERA 9.5d RETR AS], A 
Jb. RSA BH3 结构 域 的 鼻 折 在 哺乳 动物 的 发 育 中 起 至 半 重 要 的 作用 。 另 有 文 
献 报 道 ，Bad 和 Dim 的 激活 发 生 在 阐 亡 早期 ，EGL-1 则 作用 于 ced-3 HER, E 
而 ， 仅 含有 BH3 AMORA RAR EWR AAS, E CAA Soe 
化 保守 的 蛋白 结合 ， 整 合 细胞 生存 和 死亡 信号 的 调节 网 络 ， 成 为 理想 的 调节 不 同 
细胞 器 和 代谢 过 程 的 敏感 因子 Fe) 。 

Bcl-G 是 Bcl-2 家 族 促 凋 亡 蛋白 中 独特 的 新 成 员 ， 其 基因 编码 两 个 蛋 魏 ， 长 
HE Bel-GL 和 短片 段 Bcl-Gs。 两 者 在 结构 、 表 达 、 分 布 和 功能 上 均 存 在 着 异 。 
H5, Bd-GL 会 有 BH2、BH3 结构 域 {在 Bcl-2 家 族 中 ， 没 有 仅 含 有 BH2、BH3 
结构 域 而 无 BH1 AMR RH), CRSA ARPA ERA EA. 
而 Bcl-Gs Rf AA BH3 结构 域 ， 属 于 仪 含有 BH3 HAMM SE ELE ZO, 1R 
可 能 参与 细胞 凋 亡 的 启动 。 其 次 ，BelLGL 的 mRNA 可 在 几 种 正常 组 织 中 表达 ， 
而 Bel-Gs 的 mRNA 公 在 备 刀 中 表达 。 这 也 是 Bel-G (Gonad) 得 以 命名 的 原因 ， 
暗示 Bel-Gs 的 凋 它 调节 可 能 与 性 激素 的 信号 转 导 通路 相关 。 第 三 ，BelHGL HR 
ot iF WU; 尽管 元 膜 定 位 的 朴 水 区 域 ，Bel-Gs 依靠 非 BH3 结构 域 定位 在 胞 内 
的 细胞 器 。 这 提示 Bel-Gs 可 能 依靠 与 其 他 的 蛋白 相互 作用 来 定位 。 最 后 ，Bci-G 
的 基 国 定位 于 染色 体 12p12， 此 区 域 在 50% iP) FUHR. 30% W SE EFIE RIT 30% 
的 儿童 急性 淋 包 细胞 白血病 出 现 缺 失 ， 提 示 Bcl-G 很 可 能 还 是 肿瘤 抑 癌 基因 。 当 
两 者 过 表达 时 ，ReLGL 所 致 的 滑 亡 呈现 中 度 的 增加 ， 而 Bel-Gs 则 显示 很 强 的 细 
胞 毒性 。 缺 失 BH? 结构 域 的 Bcl-GL 凋 亡 活性 增强 ， 并 订 与 Bcl.xL 发 生 免 疫 共 沉 
淀 ， 表 明 BHO 结构 域 具有 自我 抑制 功能 。 而 依赖 BH3 结构 城 的 Bel-Gs 可 被 共 表 
TAR SUAS Al Bel-xL 所 抑制 ， 且 BclLxL 也 与 Bel-Gs 发 生 免 疫 共 沉淀 ， 但 对 缺 
R BH3 结构 域 的 Bel-Gs 和 Bel-GL RACERS”. 

SOS Bel-2 家 族 蛋 白 是 道 过 翻译 后 比 拭 酸 残 其 碰 酸 化 来 调节 [31， 尽 管 其 磷酸 
化 的 功能 值得 讨论 。 有 几 项 研究 表明 ，BclL2 通过 磁 酸 化 而 失去 活性 ， 这 似乎 依 
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PER, BER RAT ABB, RAR TH, 
fez, WW Bel 2 的 保护 作用 。Had 的 磷 版 化 也 在 毕 握 酸 残 基 ， 致 使 不 能 与 
Bcl-xL 结合 而 发 挥 作 用 局 1]。 而 另 一 些 Bcl-2 家 族 蛋 白 是 通过 断裂 方式 来 调节 。 例 
如 ，caspaseg 断裂 Bid, d. C sw à fu EAR, deg Ut He xk c o) y 
Blt) BIRA Bela 家 族 蛋 白 的 调控 机 制 研究 很 多 ， 但 是 仍 存在 许多 育 点 ， 有 
待 进一步 研究 。 


4. 细胞 棱 内 分 子 的 参与 


细胞 核 内 某 些 基因 也 参与 调节 测 亡 。 不 但 caspase3 直接 断裂 RB RA, M 
且 ， 作 为 应 激 信 号 整合 位 点 的 p53 可 为 DNA 断裂 和 - - 些 庶 激 因素 所 激活 。 这 表 
明细 胞 凋 记 信 号 和 细胞 周期 调控 可 能 存在 某 种 联系 !3i。 并 且 ，p53 所 触发 的 测 
TORI Bax 的 表达 ， 致 使 线粒体 细胞 色素 上“ 释放， 一 并 激活 caspase9， 与 线粒体 
闪 赖 的 调 亡 传导 通路 相通 。 除 此 之 外 ， 几 种 其 他 的 转录 因子 《如 : Mye 和 NF-KB 
45) 参与 细胞 死亡 相连 个 1， 

c-Myc 作为 细胞 的 转录 周子 已 广为人知 。 近 米 ， 越 来 越 儿 的 文献 报道 其 参与 
(AL BAG. ¢Myc 是 Myc 家 族 的 主要 成 员 ， 为 三 联 体 结构 ， 在 其 末端 结构 域 
存在 与 细胞 增殖 、 测 亡 和 转录 活性 相关 的 关键 区 域 。 其 C 端 有 一 碱 性 /螺旋 . 环 - 
WOE (helix-loop-helix) /FE MARIE (b/HLH/Z) $F, ODE DC p SERERE (E 
ARIRE ENERE DNA & CACGTGE, 245 5 Max ERAS RE, 
才 具 有 与 DNA 结合 能 力 和 生物 活性 。 其 N WAI My 的 转录 油 活 结构 域 
(transcriptional activation domain, TAD), @& AME 20 个 氨基 酸 的 区 域 ， 称 为 
Myc & 1 #1 Myc & 2 (Myc boxes 1 #1 2. MB1 和 MB2), E Mye 家 族 的 保守 区 
JR, OTE PSE AP BEER. 

c-Myc TGRSWCHRER AERA, BE 1991 F, 就 有 研究 表明 c-Myc 
的 持续 表达 可 以 明显 加 速 湄 亡 的 产生 #1。 其 诱导 的 调 亡 不 但 与 一 定 的 JNK 激酶 
和 caspase} AX, | Si fam SER AE DNA BB 1 而 且 它 还 影响 caspase9, 
导致 调 亡 DNA 内 切 酶 DFF/CAD 与 抑制 物 ICAD 形成 复 台 物 ， 最 终 被 caspase3 
断裂 和 激活 ， 但 机 制 不 明 '*j。 此 外 ，c-Mye 可 影响 TNFa MUS B ATL RETE fS 
号 通路 间 的 微妙 平衡 "1。 它 可 以 阻碍 TRAF? 依赖 的 生存 通路 (负责 INK fü 
NF-«B 共 激 活 )， 导 致 细胞 对 TNFa 敏感 ， 也 可 在 CD95/Fas 的 上 游 和 下 游 发 挥 
TERIUS, Bel-2 SE ÉM p53 也 可 通过 影响 细胞 表达 c-Myc GE EHE CU. me 
工作 发 现 ，c.Mye TLEH Bini 的 NTD MALE A ee], Bint 在 
胸 核 和 胞 质 闻 移动 ， 以 接头 蛋白 的 形式 将 c-Myce 与 省 亡 的 死亡 执行 机 制 连接 起 
来 。 然 而 ，Binl 在 缺乏 内 切 酶 的 肿瘤 细胞 中 以 caspase 非 依赖 的 机 制 诱导 凋 亡 ， 
GUL EE ATA DNA 断裂 无 关 。Pim-1 DR AE E £n 83 22/ PAR Pim-l RE, 
在 肿瘤 发 生 和 凋 亡 过 程 中 篆 与 c-Myc 相关 。 有 报道 Cdc25A 是 Pim-1 激酶 的 底 
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Syd. (uam — 2p DE WESCE HC fe UR e RI eru (T RULES T 
5. 其 他 诱导 凋 亡 的 信号 分 子 


Lt /PARSARH LE RU, SHEA RRM COMA RB 
(calmodulin-dependent death-associated protein kinase, DAP) 包括 $ DD 和 干扰 
ZyRA, TBARS WCE, ETRE. Me 
RNA UEAR]2£/ M ARES PKR, (EA SERRE HEBR. XP Fas op Sagas 
起 作用 ' 和 2。 此 外 ， 不 但 含有 DD AY RIP 激酶 在 TRADD 89 T H5; Ae 
RAIDD 相互 作用 ， 激 活 另 一 凋 亡 通路 ， 而 且 在 RICK 4, ‘5 CARD 结构 域 相连 
的 激酶 结构 域 也 涉及 调节 CD95/Fas 和 TNFR1 (RRO RAE! M Rho AU 
GTP BE Rap vr ARTI. Rho 的 灭 滞 导 致 凋 六 ， 它 通过 信号 平衡 协调 细胞 
骨架 的 重 构 !541。 

神经 酰 脏 作为 对 细胞 凋 亡 反应 的 介 导 子 引起 广 证 注意 。 申 于 各 种 应 激 和 生物 
信和 号 与 其 相关 ， 共 有 复杂 性 和 多 样 性 /5 。 一 些 学 者 认为 ，TNFR-55 CE Bü Gt 
酶 ， 萧 侠 脂 酶 酶 解 产 生 神 经 酰胺 ， 导 致 其 水 平 增高 '*]， 发 生 福 亡 。 在 TCR 信和 号 
转 导 中 ， 神 经 酰胺 的 庆生 亦 爱 挥 宇 要 作用 [Fi。 与 之 相 友 ， 另 - 些 学 者 认为 ， 神 
经 酰胺 作为 应 激 上 反应 途径 的 转 导 子 存在 ， 而 济 亡 的 发 生 仅 是 一 个 潜在 的 结果 '%*]。 
例如 : 在 U937 细胞 中 ， 研 究 神 经 酰胺 和 TNFa 的 关系 中 发 现 ， 神 经 构 腔 在 
TNFo 介 导 的 凋 记 中， 不 是 第 一 信使 4591。 同时 ， 利 用 高 分 辨 率 质谱 分 析 测 试 神 
RHE, RHEE AVA BPR EO US], 

AG HATHA ARR, Bm. FESR, cAMP ROADIE 
Ses PS EER T Ida, HLAS ST, ART 
腺 瘤 的 滩 疗 研究 中 ，Par-4 (prostate apoptosis response-4) 可 以 选择 性 地 诱导 PC- 
3. DU-145 和 TSU-Pr AR EAT, WERAK, Para 通过 抑制 Nf-xB 的 
活性 及 激活 Fas 诱导 凋 亡 的 们 号 传导 通路 ， 导 致 肿瘤 的 抑制 [所 1 。 


二 、 与 细胞 内 其 他 后 号 转 导 通 路 的 相互 作用 


大 电文 献 报 道 ， 细 和 胞 凋 信 的 信号 转 导 与 细胞 增殖 、 分 化 等 其 他 的 重要 生命 活 
动 相关 ， 如 MAPK. JAK/STAT. JNK, SAAB. C 等 通路 。 这 种 多 信和 号 分 
子 的 参与 、 多 同 .| 型 部 分 的 重重、 各 信号 分 子 间 的 窑 间 转换 导致 六 汕 亡 信 和 号 转 导 
的 复杂 性 。 

—FH, ALP (alkyl-lysophospholipid), HGF 和 TNFR2 通过 激活 促 测 亡 的 
SAPK/INK, INK @@ S SOM C DA dl hn U9 79, TYE VEGF ARE, a 
过 激活 ERK1、FRK2， 抑 制 SAPK/JNK OE dea P Sz d IS, fip, 
AM ESL AU CP, DOREZS39 POH 通过 诱导 TGFa 和 Smad3 参与 油 亡 信号 传 
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T, See mee, PKCOEn UB EU FADD 的 幕 集 ， 改 变 DISC 的 形成 
效率 而 调节 Fas/ CD95 MAR SEIN ae! 。 

另 一 方面 ， 在 缺 气 的 条 件 下 ， 端 粒 酶 的 激活 伴随 MAPK 的 激活 和 c-fos 的 表 
rods). OREL. EHR B (ec-Akt) PL3 RAR, STATS 的 某 些 组 分 
BLA ge MR a AT, Bao. IGF. BASS BIER (focal adhesion kinase, 
FAK》 和 和 一 种 质 腊 肌 动 蛋白 细胞 骨架 连接 恒 白 Ezrin， 通 过 激活 其 下 游 的 Akt 激 
酶 来 抑制 济 亡 i 不 但 在 NO 诱导 的 注 亡 研究 中 ，PKC 同 工 型 的 过 表达 阻止 
WE, RPR JNK/SAPK、p38 激酶 和 和 cpp32 BARE ™!, MAE A SIS TENE 
HERR, GM-CSF HPAC, HP JAK 的 激活 起 关键 作用 533。 

细胞 发 育 、 应 激 和 其 他 各 种 诱导 刺激 的 信号 ， 经 过 各 种 转 导 子 ， 在 细胞 了 和 
细胞 核 问 发 生 空间 的 转变 ; 信号 从 最 初 微 世 刺 滞 到 重 白 酶 级 联 放 大 的 量变 ; 细胞 
内 各 种 转 导 子 间 太 与 细胞 分 化 、 增 殖 分 子 之 间 相 互 的 反馈 调节 ;从 凋 亡 的 触发 到 
调 亡 形成 发 生 的 硕 您 ， 其 信号 转 导 网络 的 复杂 性 可 见 一 班 。 然 而 ， 对 于 各 种 转 导 
途径 如 和 何 交叉 对 话 (cross-talk), ITRE., PAA REO, SP al 
亡 信号 转 导 的 基 内 调控 尚 存在 诸多 疑问 ， 仍 需 进 一 步 深入 研究， 揭示 其 内 在 本 
质 。 
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FOT AAC ME SAR 


尽管 mRNA 差异 显示 (differential display) 技术 有 效 ， 但 仍 存在 着 候 阳 性 和 
差别 条 带 小 的 启 限 i。 一 些 新 的 技术 ， 如 基因 表达 连续 分 析 法 【serial analysis of 
gene expression, SAGE) 和 DNA 微 阵列 分 析 法 (DNA microarray analysis) 相继 
被 用 来 阐明 基因 组 的 功能 。 然 而 ， 上 述 研 究 属 于 功能 基因 组 计划 研究 领域 ， 不 能 
涵盖 @ 基 因 的 表达 产物 mRNA MICA, His, RR, SAR, © 基因 的 最 终 
产物 /基因 功能 的 执行 体 一 一 蛋 日 质 的 化 学 修饰 【如 糖 基 化 、 磷 酸化 )、 前 切 加 工 
COU RRR. RHE): © 蛋白 质 间 相 互 作 下 等 诸多 领域 。 而 生命 活动 的 
真正 执行 体 是 蛋白 质 ， 与 基因 组 学 相 比 ， 恒 白质 组 学 研究 更 接近 生命 的 本 来 面 
H. 


SAMA (proteome), EMKA EEE Mare Wilkins?! F 1995 年 选择 
“PROTEin” 与 “genOME” 这 两 个 单词 的 一 部 分 创造 出 的 新 概念 ， 它 随 着 组 织 ，、 
细 和 鹏 及 环境 状态 的 不 同 而 改变 ， 可 以 太 映 生命 活动 某 时刻 的 瞬时 表达 状态 ， 它 
的 研究 已 涉及 生命 科学 中 的 一 系列 热点 领域 ， 使 人 们 对 生命 活动 的 机 制 认 识 由 间 
接 的 基因 、 核 酸 居 次 深入 到 蛋 里 质 晤 次 31。 目 前 ， 双 向 电泳 是 蛋白 质 组 研究 中 
惟一 的 蛋白 分 离 技 术 ，1IPG 的 出 更 使 双向 电泳 的 重复 性 和 分 辨 率 大 大 提高 。 传 统 
的 2-DE 在 鉴定 重 弓 的 时 候 要 求 同 时 制备 10 RRR, FUR E BABAR, R 
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FEI AAA RE RE. Egg, SRA Um ESSE pH 范围 ， 可 以 满足 
WE IERTECKU!, a RSA a ee AURI MALDI-TOF、 肽 质量 指纹 谱 技 
A (peptide mass fingerprinting, PME) TE fmol ACE Ek A E ig dr BRR WI, 
并 联合 数据 库 查 o REGE E. Ri, RATARA TETARA EH 
SUBEAM CAME; 而 且 ， 某 些 肽 片段 的 修饰 使 这 种 鉴定 的 可 信 性 降低 。 出 于 
PMF 的 局 限 性 ， 频 联合 徽 量 测序 、 氨 基 酸 组 分 分 析 和 和 Western Blot 等 进行 鉴定 。 
一 旦 鉴定 出 某 一 领域 内 的 具有 特征 性 的 候选 蛋白 ， 即 为 功能 提供 线索 ， 并 对 今后 
深入 研究 重启 的 功能 莫 定 基础 。 在 短 短 的 几 年 间 ， 这 一 领域 的 研究 工作 进展 志 
速 ， 已 分 别 从 流感 嗜 血 杆菌 (Haemophilus influenzae), XH TTE (Escherichia 
coli). RE (Caenorhabditis elegans) WRI (Drosophila melanogaster) 检 出 300 
^. 1600 $, 2000 个 和 1200 FRAKES, ROGA E AREAN], H 
于 这 些 技 术 的 进步 ， 使 获得 商 重 复 性 的 蛋 握 表达 谱 和 进行 适度 的 生物 信息 学 分 析 
成 为 可 能 ， 现 在 它 已 成 为 -种 非常 有 效 的 息 和 白质 着 异 显示 及 分 析 技 术 。 

近年 来 ， 蛋 竹 质 组 技术 也 渐渐 被 引入 到 细胞 凋 亡 的 领域 ， 用 十 瘦 选 与 油 庄 相 
美的 蛋白 。 在 研究 的 初始 ， 仅 将 双向 电 瀛 技术 用 于 分 离 各 类 细胞 调 志 模型 中 的 重 
身 。 在 人 神经 胶 质 瘤 细 胞 和 鸡 睫 状 神经 节 神 经 元 中 撤除 肥大 因子 所 诱导 的 凋 亡 
中 ， 分 离 出 部 分 与 油 亡 相关 的 蛋白 上 71。 对 出 生 后 1 天 的 Wistar KARA AL OR 
神经 节 昼 经 元 撤除 神经 生长 因子 后 所 导致 前 注 亡 ， 双 向 电泳 可 分 离 出 17 个 表达 
降低 和 4 个 表达 增加 的 蛋白 ， 但 术 作 进 - cbe Be), 而 在 TNF 联合 蛋白 合成 
抽 制 剂 诱导 小 牛 证 动脉 内 皮 细 胞 消食、cAMP 诱导 大 项 早 钾 粒 白血病 细胞 TIPC-81 
调 亡 中 ， 应 用 双向 电泳 分 离 恒 白 的 同时 ， 联 合 峡 酸化 酶 挤 制 剂 ， 提 示 租 白 的 去 克 
酸化 可 能 伴随 油 亡 "1。 另 一 方面 ， 也 应 用 双向 电泳 技术 分 离 特 定 午 白 的 同 工 现 
组 分 。 在 电离 轰 射 诱导 内 微 素 受 体 阴 性 的 MDA-MB-468 乳腺 癌 细 胞 的 汕 亡 研究 
中 ,利用 双向 电泳 联合 抗体 直接 作用 于 PARP 来 探测 其 断 独 位 点 ， 在 N 未 端 分 离 
i£ b d 3 个 同 工 酶 组 成 的 相对 分 子 质 二 为 24kDa 的 片段 201。 利 用 牛 融 酸 或 地 
塞 米松 诱导 人 Jurkat AH ER UR TC, Bak 蛋白 隐藏 的 N EWART EE, 
表明 Bcl-xL 与 Bak 量 白 的 解 离 影响 其 抗原 的 暴露 Il。 人 让 并 不 局 限于 双向 电泳 
分 裤 的 初级 表象 ， 理 所 当然 地 进一步 联合 各 种 质谱 技术 或 Western Blot 技术 来 进 
行 分 离 后 鉴定 。 在 Burkin 淋巴 的 细胞 中 ， 联 合 纳 喷 串联 质谱 鉴定 出 与 润 疡 相关 
的 蛋白 ， 糖 代 谢 相关 酶 、 细 上 胞 骨架 世 白 、 分 子 伴 从 、 以 及 核 精 体 蛋 白 的 某 些 组 分 
等 1 站。 而 在 电离 辐射 请 导 永 生化 的 人 前 列 腺 上 皮 细 胞 267B1-XR 凋 亡 中 ， 则 联 
fi Western Blot 技术 ， 在 凋 亡 执行 中 鉴定 出 中 等 纤维 蛋白 角 蛋 白 18、19、 波 形 蛋 
白 和 相关 的 14-3-3 接头 蛋白 水 平 降 低 ， 而 位 于 内 质 网 的 分 子 伴 个 如 葡萄 糖 调 节 
BH 94、 肌 钙 网 蛋白 、 钙 连接 蛋白 和 二 硫 异 梅 酶 表达 增加 。 虽 然 早 期 的 细胞 
凋 亡 蛋白 质 组 工作 研究 表 浅 ， 但 为 现今 工作 的 研究 蔓 定 了 基础 。 

随 着 蛋白 质 组 技术 的 完善 与 发 展 ， 细 胞 凋 亡 的 蛋白 质 组 研究 在 质 和 其 上 都 较 

* 316 7 


前 人 人 的 研究 有 所 超越 。 以 抗 IgM 敏感 的 人 Burkitc 淋巴 细胞 系 BL-60 作为 研究 对 
AR, Ait IgM 处 理 细胞 后 ， 通 过 高 流量 的 双向 电泳 进行 分 离 比 较 。 凋 亡 与 非 油 
TR RIA HLA 80 SEGRE. MIYA Edman 测序 鉴定 表明 ，D4-GDL， 
一 种 含量 丰富 的 、 与 Ras 相关 的 Rho KK GTPase 的 造血 干细胞 GDP fg Xe W fet 
剂 在 加 入 抗 Tg M 之 后 消失 ， 还 速 断 型 成 23 kDa 89 HEU, fe cAMP 诱导 的 大 鼠 
IPC-81 急 早 荔 粒 白血病 细胞 凋 亡 的 研究 中 ， 联 合 高 灵敏 度 的 同位 束 [358] 标 记 的 
甲 硫 氨 酸 检测 双向 电 访 的 分 离 ， 结 果 显 示 两 个 蛋白 发 生 了 翻译 后 修饰 41。 目 前 ， 
蛋白 质 组 研究 已 从 简单 的 两 两 比较 渐渐 深入 到 多 层次 的 比较 ， 期 望 得 到 更 丰富 的 
信息 。 例 如 : 利用 双向 电泳 技术 ， 研 究 成 人 的 7 个 不 向 脑 区 内 热 激 蛋白 的 表达 
谱 ， 通 过 MALDI-TOF $E f 12078. EPRE RY, HEREA 
CHSC) 71 MARATEA (GRP) 75 在 名 发 性 硬化 (DS) MMO pz mE CIR 
表现 出 显著 性 降低 (P «0.05), m HSP70.1 和 GRP78 在 小 脑 区 域 则 表现 为 显 
著 性 增加 (P 0.05), 4 TCP-1 e FERETI Br EC BR EM (P< 
0.05) Hj, GRP78 在 小 脑 区 呈现 相似 程度 的 增加 (P<0.05)。 另 外 ，uerystallin 
B. HSP60 和 GRP94 并 未 表现 出 明显 的 改变 。 这 篇 文章 首次 在 蛋白 水 平 对 各 脑 
区 进行 观察 ， 有 9 个 不 同 的 分 子 伴 倡 同时 发 生 了 改变 ， 这 为 进一步 研究 多 发 性 硬 
化 提供 了 证 据 ( 下 。 另 一 个 研究 小 组 与 其 只 有 异曲同工 之 妙 。 通 过 双向 电泳 技术 ， 
对 p53 SEU BIER BR. (p53-/-) 与 p53 野生 型 小 鼠 (p53+ /+ ) 的 6 种 类型 的 脑 
组 织 ( 矣 叶 皮 质 、 小 脑 、 海 马 、 纹 状 体 、 嗅 球 种 颈 舌 )、 肺 各 血液 进行 比较 和 分 
析 ， 结 果 显 示 ，7/886 个 蛋白 斑点 特异 表达 于 p53-/- 小 鼠 的 脑 组 织 中 ， 而 12/ 
1008 个 蛋白 斑点 特异 表达 于 蚤 组 织 中 。N 端 氨基 酸 测序 结果 显示 ， 在 所 有 
p53-/- 小 鼠 中 ， 一 种 新 鉴定 的 小 鼠 线 粒 体 NADH- 泛 素 氧 化 还 原 酶 24 kDa 亚 单 位 
表达 下 降 ， 脂 蛋白 A 酸性 形式 表达 增加 。 此 外 ， 脑 型 肌 酸 激酶 B 链 和 微 管 蛋白 
B-5 N 端 片段 在 p53-7- 小 鼠 的 小 脑 区 域 增 加 ， 并 且 一 个 新 蛋白 hydroxyacyl glu- 
tathione hydrolase (glyoxalase II) 在 p53-/. 小 鼠 的 里 页 皮质 区 表达 降低 。 这 些 和 蛋白 
的 变化 表明 与 p53 相关 的 功能 ， 为 进一步 分 析 p53 在 中 枢 神 经 系统 的 功能 提供 新 
思路 1161。 在 进行 比较 细胞 总 蛋白 的 蛋白 质 组 研究 之 外 ， 有 些 实验 室 关注 亚 细 胞 
器 的 分 级 分 离 。 在 研究 渗透 转换 核 孔 复合 物 (PTPC) 的 开放 过 程 中 ， 已 有 79 个 
已 知 蛋 白 被 鉴定 出 来 ， 此 外 ， 另 有 21 个 蛋白 与 EST 相 匹 配 。 有 几 个 蛋白 直接 或 
间接 参与 促 狗 六 过 程 ， 例 如 ，endozepine 《可 促进 线粒体 膜 通 透 性 )、X-linked 
deafness dystonia protein MMAR ATEN 75 (和 参与 蛋白 运输 )、 以 及 许多 参与 
AORTA. ASE AT eo NA, (EE RA PTPC 释放 出 来 的 
Sr AE A eo A Bi TARAC EN), E Fas 诱导 的 Jurkat 个 淋巴 细 
BUS AY SHE, AD A BK PERS Bt 1000 个 蛋白 ， 图 像 分 析 比 
BOUE NUH S RT, EH 19 个 蛋白 的 信号 强度 降低 其 至 消失 ， 并 新 出 更 了 38 个 
蛋 外 斑点 。 进 而 从 让 白质 从 头 合成 、 磁 酸化 状态 、 细 胸 内 定位 积 亚 细 胸 组 分 分 级 
13817 ， 


FILAN HEH GBA RED. ARR, BURRS 27. 7OB. TSUH EU H-Ras 合 
FUER Fas IRS; 34 PRA EIA OER ILA IN, dU. endoplasmin 和 
BEM. TEE 70. 57 和 90; 位 于 细胞 核 的 Annexin IV BRERA, m 
TCP-1« 在 细胞 质 的 信号 强度 降低 ， 并 可 在 细胞 核 内 检测 到 。 此 外 ， 在 12 个 降解 
BAT, AAIE A BEA caspase HRA, THATS HAA H e 
具有 特定 的 改变 。 在 这 些 研究 中 ， 研 究 者 提出 这 样 一 个 观点 : REE 
否 都 经 历程 序 性 调 亡 ， 还 是 另辟蹊径 LI 。 与 上 述 多 角度 研究 相 媳 美的 是 另 有 一 
个 研究 小 组 用 生物 信息 学 分 析 方 法 束 合 数据 。 首 先 ， 利 有 町 消 减 双 向 电泳 技术 比较 
SEACH ZH AME, AAS 个 蛋白 发 生 商 异 表达 。 经 过 MALDI- 
TOF Si, 4932251, hnRNPs A0、A2/Bl、A3、K 和 R, WEAF p54 (orb), 
SRp3Dc、ASF-2 和 KH-type YHTE (FUSE-binding protein 2) 85 WIE; 
而 NAC, NS1-H XE 1, poly (A) FRA BA 4 至 今 并 未 涉及 凋 廊 。 进 一 步道 
过 生物 人 情意 学 分 机 ， 查 寻 pfam MEER, DEEN 15/21 个 蛋白 含有 RNP 或 
KH monui, RA RNA- 结 合 蛋白 的 基本 单位 ， 而 12 个 蛋白 涉 太 剪接 过 程 。 这 篇 
文章 通过 亚 细 胞 分 级 、 分 离 联合 重 白 质 组 技术 ， 有 效 地 鉴定 了 调 记 相关 的 蛋白 ， 
并 且 通 过 生物 信息 学 的 分 析 ， 进 一 步 提示 凋 亡 相 关 蛋 白 最 明显 的 特征 有 是 RNA 
binding 基 序 的 出 现 。 在 这 12/15 个 蛋白 中 ， 很 可 能 具有 RNA 的 剪接 功能 ， 涉 及 
RNA 的 修饰 和 稳定 1。 内 此 ， 从 所 获得 的 各 性 面 数据 米 着 ， 在 凋 亡 过 程 中 所 发 
生 的 广 洲 改变 可 能 证 实 了 一 些 关 于 细胞 效 廊 信号 转 导 的 生物 学 猪 想 。 

此 外 ， 在 其 他 锁 域 的 蛋白 质 绷 研究 中 ， 也 能 鉴定 出 与 油 记 相关 的 蛋白 。 哺 乳 
动物 的 线粒体 核糖 体 【mitoribosome) E A 559 系数 重 白 组 分 ， 由 398 和 288 大 
小 亚 基 级 成 。 在 鉴定 28S 小 亚 基 蛋 白 的 研究 中 ， 首 先 通过 高 度 还 原 的 自由 基 双 向 
电 沪 分离， 随后 通过 液 相 色谱 /串联 质谱 ， 用 电 喷 雾 离 子 阱 质谱 及 联合 EST 数据 
库 搜寻 来 鉴定 其 cDNA 序列 。 CHS STR, Hii 个 新 蛋白 来 源 于 人 
Ali. EF, SACHSEN DAP3 被 鉴定 出 来 ， 表 明 mitoribosome 可 能 参与 凋 
Ti, RFE Ra EBT ESR AR AWD WD exosome 的 蛋白 表达 谱 ， 
已 有 21 个 蛋白 鉴定 出 来 。 其中， 有 一 类 蛋白 与 消亡 相关 ， 包 括 硫 氧 还 蛋白 这 氧 
化 物 TI, Alix, 14-3-3 和 galectin-3, 3X EC HR exosome 和 凋 亡 细胞 所 释放 
的 微 颗粒 之 间 存 在 某 种 关联 中。 利用 蛋白 质 组 方法 还 研究 了 PP ( peroxisome 
proliferator) 处 理 的 野生 型 和 PPARa (peroxisome proliferator activated receptor a) 
的 肝 细 胞 。 在 已 鉴定 的 18 THERBSRAP, AAC E HA SRR 94 
(GRP94) 发 生 了 过 表达 。 这 提示 存在 通过 PP 激活 抗 测 亡 机 制 的 分 子 途 径 !21。 

虽然 已 经 对 各 种 细 胞 调 亡 进行 了 广泛 深入 的 研究 ， 但 是 关于 触发 汕 亡 机 制 的 
中 心间 题 之 一 一 一 促使 漳 亡 发 生 不 可 道生 化 事件 的 启动 机 制 和 各 种 信号 是 如 何 整 
合并 启动 说 亡 却 知 之 其 少 。 近 来 报道 ， 含 有 BH3 结构 域 的 Bel-2 家 族 蛋 白 相 互 作 
用 ， 可 能 导致 拓扑 结构 的 变化 ， 控 制 不 可 逆 汕 亡 发 生 于 凋 亡 执行 时 相 之 前 ， 并 对 
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而 在 肿瘤 凋 亡 治疗 中 发 挥 独特 的 作用 至 今 尚 不 得 而 知 。 本 实验 室 以 寻找 和 研究 细 
胞 凋 亡 启动 中 的 调控 各 白 为 目的 ， 以 全 反 式 维 甲 酸 (all-trans retinoic acid, A- 
TRA) PESE HUE EI HAS RE HL-60 ATR, ARAMARK, ey 
之 相关 的 袜 亡 启动 蛋白 。 

全 反 式 维 甲 酸 由 维生素 A 衍生 而 来 ， 是 诱导 分 化 剂 中 最 重要 并 已 用 于 临床 
治疗 的 一 类 药物 。 在 临床 上 ，ATRA FF Fe Soak Gm (acute promyelo- 
eytic leukemia, APL), BAPER ETER] 90%. ER DAHER LEE EPA, Rp E A 
分 化 ， 产 生 核 分 叶 的 现象 ， 并 形成 广泛 膜 限 制 的 染色 质 片 层 【envelope-limited 
chromatin sheets, ELCS), RELA EA AERAJ 30 nm HREM SRA 
外 膜 相 连 234。 即 首先 发 生 分 化 ， 随 后 以 凋 亡 的 形式 死亡 B4]。 目 前 ，ATRA 作用 
于 细胞 的 分 子 机 和 制 表 明 : ATRA 激活 配 体 依赖 的 转录 因子 维 甲酸 受 体 (RAR), 
RAR 5 RXR JERR RRO, PERS A CHE (RARE) 核心 
序列 ， 通 常 是 启动 子 的 RARE 区 域 ， 和 包括 两 个 相同 的 六 核 形 酸 “ 半 位 点 ”或 识 
别 序列 (PuGGTCA) 同 向 重复 ， 其 中 间隔 1. 22k 5 SREB. ARR 
合 ， 核 爱 体 识别 和 结合 RARE, RiP BARA, BR ATRA 对 RAR, 
RXR 传导 通路 进行 御 医 ， 可 以 推测 ， 一 大 群 受 两 者 调控 的 基因 将 会 被 抑制 或 诱 
导 。 而 这 些 基 因 中 很 有 可 能 包含 有 对 于 分 化 和 凋 亡 至 关 重 要 的 开关 基因 。 近 来 研 
究 表 明 各 种 已 知 的 汕 亡 相关 和 蛋白 与 ATRA 所 诱导 的 凋 亡 均 存 在 某 种 联系 。 首 先 ， 
在 细胞 终 末 分 化 朝向 成 熟 粒 系 分 化 的 过 程 中 ， 抗 汕 亡 蛋白 Bcl.2 和 Bex 逐渐 下 
调 ， 甚 到 停止 表达 ， 而 证 亡 促进 蛋白 Bax 却 存在 t*1。 此 外 ， 应 用 特异 性 的 cas- 
pase MAIA DEVD-CHO 和 YVAD-CMK 进行 研究 ， 发 现 可 以 抑制 由 ATRA 诱导 
的 自 Se YE ATIC. 而 在 ATRA SKE SV AUCH, caspases 活性 增 
加 50。 其 次 ， 负 责 增殖 调控 的 Ras/Rat/MAPK 5i Hr DU SERB doo 
£. ATRA 通过 RAR 和 RXR 来 抑制 v-src， 调 节 MAPK 和 ERK, XAGHRA 
REAR- {MMP.t)t2sl。 它 还 可 以 在 各 种 细胞 类 型 中 诱导 组 织 转氨酶 的 表达 ， 
在 转录 水 平 调节 ， 并 需要 RAR、RXR ACARI SI), HA, ATRA S 
导 工 淋巴 细胞 白血病 (ATL) 的 研究 不 但 涉及 p53 水 平 降低 [91， 而 且 在 髓 性 白 
和 应 病 细 胞 中 通过 抑制 IL-6 及 其 受 体 的 表达 、 增 加 Fas RIAA ROY, E 
至 细胞 的 还 原状 态 及 其 氧化 和 抗 氧 化 之 和 间 的 平衡 也 明显 影响 ATRA 对 细胞 的 作 
HH, Bit, ATRA 诱导 HL-60 细胞 济 亡 启动 为 促 凋 亡 和 抗 凋 亡 级 联 “瀑布 
式 ” 调 节 的 信息 调控 提供 了 一 个 比较 方便 的 研究 横 型 0161。 

在 上 述 研 究 的 基础 上 ， 本 实验 室 首先 建立 了 ATRA 诱导 HL-60 细胞 凋 亡 的 
模型 并 明确 了 袜 信 启动 不 可 道 时 相 。 如 图 14-1 所 示 的 生长 曲线 ， 在 10 5mol/L 
ATRA 诱导 HL-60 同胞 的 第 1~2 天 ， 不 能 抑制 HL-60 细胞 的 生长 (生长 速率 分 
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PUREE 3.1% 和 4.890), (AYERS 3 —A 天 牛 长 速率 很 明 最 降低 17.1% 和 40.096, 
特别 在 第 5 天时， 降低 了 61.7%. AER, ATRA 以 时 间 依 赖 的 方式 抑 笛 细 
胞 的 生长 。 进 而 ， 在 ATRA 诱导 HL-60 细胞 的 第 1、2 和 3 天 潮 亡 速率 达 8.5%%， 
与 对 照 组 未 见 显著 差异 【8.3%)， 在 第 4. 5 XH uH EWE 14.596 和 27.496, 
而 在 第 5 大 凋 亡 速率 是 对 照 组 细胞 的 3 倍 ， 同 时， 入 式 细胞 检测 也 表明 ， 在 诱导 
的 第 $ 天 时 ， 出 现 明显 的 调 亡 。 因 此 ， 凋 T- 执 行 的 高 峰 在 ATRA 作用 的 第 5 X, 
并 且 ， 从 第 3 天 开始 ， 细 胞 出 现 生 长 抑制 。 


28 


24 


1 2 3 


4 
et fiat CA) 


图 14-1 ATRA 诱导 HL-60 细胞 的 生长 曲线 


为 了 发 现 决 定 细胞 凋 亡 启动 命运 的 关键 重 牟 ， 我 们 进一步 实行 ATRA MZ 
实验 来 明确 凋 广 启动 的 时 相 。 首 先 ， 当 10 *mol/L ATRA 加 入 培养 基 1—5 X 
时 ， 分 别 进行 撤 药 实验 { 即 加 入 ATRA Js, eR — BERT SE a Ea a e 
继续 培养 至 第 六 天 )。 在 第 六 天 通过 透射 电镜 和 流 式 细胞 仪 观察 凋 亡 的 情 咒 。 流 
式 细胞 结果 吉明 ， 撤 药 3 天 组 的 凋 亡 细胞 的 百分比 (18.1950) 明显 高 于 撤 药 1、2 
天 组 和 对 照 组 (分 别 为 7.3%，10.0% 和 8.4%)， 并 随 着 时 间 的 延长 ， 凋 亡 的 程 
度 增 加 。 同 时 ， 透 射电 镜 观 察 发 现 ， 在 ATRA HGS 3, SR, WOME 
EA, PR ALR, Wm DE ROTE (图 14.2)。 这 些 结 果 表 明 ， 在 
ATRA 诱 导 HL-60 的 第 3 天 是 调 记 启动 的 时 查 。 因 此 ， 调 疡 启动 的 细胞 横 型 建立 
起 来 。 

如 果 凋 亡 启动 的 模型 已 经 建立 起 来 ， 那 么 ， 几 个 已 知 与 潮 亡 相关 的 蛋 生 被 用 
来 进一步 验证 这 个 模型 。 镀 estern Blot 结果 表明 (图 14.3)， 仅 在 ATRA 诱导 的 
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第 3 天 ， 即 凋 亡 启动 时 相 时 ，STAT3 表达 增加 直至 第 5 天 ; 而 磷酸 化 的 STAT3 
与 之 相反 ， 在 第 3 ARIA PIA, WS, PACH Bcl-2 蛋白 自 第 3 天 开始 
出 现下 调 ， 而 凋 亡 的 执行 者 caspase3 在 ATRA 诱导 第 3 天 时 出 现 上 调 。 这 些 
结果 进一步 证 实 了 上 述 所 描述 的 凋 亡 启动 模型 ， 并 且 也 表明 了 这 些 信 号 转 导 子 在 
ATRA 诱导 的 疯 亡 启动 中 发 挥 一 定 的 作用 。 


LX LS 
$ 5 


图 14-2 ATRA 诱导 HL-60 细胞 撤 药 实验 的 透射 电镜 显示 
A. 对 照 组 。B. ATRA 柚 药 实验 诱导 第 3 天 组 。 
C. ATRA 撤 药 实验 诱导 第 5 天 组 。 


时 间 /d 
0 1 2 3 4 5 CAM treated 


Bel-2 diii. — coe — 26kDa 


caspase3 32kDa 
Stat3 88kDa 
p-Stat3 i z Š 88kDa 


图 14-3 Western Blot 的 结果 显示 与 汕 亡 相关 蛋白 在 AT RA 诱 
导 HL-60 细胞 凋 亡 过 程 中 的 变化 


为 了 更 多 地 揭示 与 凋 亡 启动 相关 的 蛋白 以 寻找 潜在 的 药物 靶 点 ， 我 们 利用 比 
较 蛋 白质 组 学 的 方法 ， 分 离 比较 ATRA 诱导 的 凋 亡 启动 HL-60 细胞 和 对 照 组 细 
胞 的 总 蛋白 ， 利 用 PDQuest 软件 进行 计算 机 图 像 分 析 。 用 pH — 3— 10NL 和 pH 
=3~10L 范围 的 胶 条 进行 等 电 聚 焦 ， 考 马 斯 亮 蓝 染 色 可 检测 到 800 个 蛋白 斑点 
(图 14-4)。 对 照 组 的 配 比 率 为 77.97+1.19%， 凋 亡 启动 组 的 配 比率 为 80.00+ 
2.29% 。 对 照 组 的 相关 系数 correlation coefficient (CC) X 0.7502 € 0.0190, MY 
亡 启动 组 的 CC 为 0.7520+0.0056， 两 者 间 的 CC 为 0.7474+0.0290。 进 而 进行 
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定量 的 比较 〈 较 对 照 组 高 2 倍 的 数值 )， 一 些 蛋 白 分 布 在 偏 碱 性 区 域 ， 而 另 一 些 
斑点 分 配 在 中 性 区 域 。 其 中 ， 在 凋 亡 启动 组 ， 利 用 MALDI-TOF， 通 过 肽 质量 指 
纹 图 谱 ， 查 寻 PepIdent 数据 库 鉴定 出 12 个 蛋白 上 调和 7 个 蛋白 下 调 。12 个 上 调 
蛋白 是 丙酮 酸 激酶 ，M2 同 工 酶 (KPY2-HUMAN，pI7.95，Mr 57.8kDa); 磷酸 
甘油 酸 变 位 酶 ， 脑 型 (PMGB-HUMAN, pl 6.75，Mr 28.7kDa); 三 磷酸 甘油 醛 脱 
A, HÆ (G3P2-HUMAN, pl 8.58, Mr 35.9kDa) ; 硫 氧 还 蛋白 过 氧化 物 酶 
2 (TDX2-HUMAN, pl 8.27, Mr 22.1kDa); 肌 动 蛋白 , 胞 质 型 1 (ACTB 
HUMAN -1, pI 5.22, Mr 41.6kDa); cofilin ( COFI-HUMAN, pl 8.22, Mr 
18.5kDa); SM22a homolog (SM2H-HUMAN, pl 8.41, Mr 22.4kDa); 核 内 不 均 
一 核糖 核 蛋 白 A2/B1 (ROA2-HUMAN, pI 8.97, Mr 37.4kDa) ; SEA Etre os 
ARA G (1) /G (S) /G (T) 8 亚 单位 2 (GBB2-HUMAN (pl 5.60, Mr 
37.3kDa ); GTP 结合 蛋白 (pl 7.00, Mr 27.4kDa); 电子 转运 黄 素 B 亚 单位 
(ETFB-HUMAN, pl 8.25, Mr 27.8kDa) FI HE DK 3X 35 f£. (ESRI-HUMAN, pI 
7.00, Mr 53.7kDa), 7 个 下 调 蛋 白 是 poly (RC) -结合 蛋白 1 (HnRNP E1) 
(PCB1-HUMAN, pl 6.66, Mr 37.5kDa); 鸟 氨 酸 转移 酶 (OAT-HUMAN-1, pl 
5.72, Mr 47.8kDa ); 高 迁移 蛋白 HMG1 (HMGI-HUMAN, pl 5.62, Mr 
24.7kDa ); 蛋白 酶 体 亚 单位 o3 型 (PSA3-HUMAN, pl 5.19, Mr 28.3kDa); #1 
氧化 蛋白 2 (AOP2-HUMAN, pl 6.02, Mr 24.9kDa); Rho GDP-f8 3€ M A AF 
1 (GDIR-HUMAN, pI 5.03, Mr 23.2kDa) 和 核 苷 二 磷酸 激酶 B (NDKB-HU- 
MAN, pl 6.97, Mr 17.4kDa ), 

at ¥ 
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图 14-4 ATRA 诱导 的 HL-60 细胞 凋 亡 启动 的 双向 电泳 图 谱 
( 考 马 斯 亮 蓝 染色 ) 


目前 ， 凋 亡 启 动 就 像 细胞 周期 的 “检查 点 ”一 样 ， 可 能 参与 决定 凋 亡 的 不 可 
逆 命 运 。 因 而 ， 不 仅 从 整体 上 深入 理解 凋 亡 的 信号 传导 是 必需 的 ， 而 且 从 寻找 治 
疗 恶性 肿瘤 新 策略 的 药 靶 来 讲 也 是 重要 的 。 首 先 ， 在 这 项 工作 中 ， 我 们 研究 表 
明 ， 在 ATRA 体外 诱导 HL-60 细胞 3a 时 ， 细 胞 凋 亡 启 动 ， 此 时 ，BclL-2 MER 
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化 STAT3 3234 FIM, mi STAT3 和 caspase3 同时 出 再 二 调 ， 并 且 持 续 到 凋 廊 执行 
发 生 。Bel-2 家族 蛋白 已 经 证 实 可 通过 相互 作用 为 细胞 设 定 阅 值 ， 同 源 或 异 源 二 
标 体 间 相 互 结 合 导致 的 立体 化 党 变化 将 启动 细胞 不 可 道 死亡 [31。 Minami M 
等 报道 在 髓 性 和 白血病 细胞 中 ， 野 牛 型 STATS 的 过 表达 加 速 了 IL-6 或 LIF 所 诱导 
RAED. Wi STATS 的 肥 义 核酸 可 有 效 抑制 其 滞 活 ， 并 和 且 可 增强 肿 痢 细 胞 油 
亡 B5]。 另 外 ， 在 大 鼠 基 质 - 血 管 通过 RA (10pmol/L) 38 1518 07 8] S St 8j /P B8 8 
ROSS, 总之， 这 些 特征 性 分 子 的 改变 提示 ATRA 诱导 的 HL-60 细胞 调 亡 启动 模 
型 具有 一定 的 客观 性 和 代表 性 ， 并 且 能 够 利用 此 模型 研究 参与 凋 亡 启动 的 相关 分 
T. 

FINA ARRAS or ATRA 体外 诱导 凋 亡 启 动 模型 ， 初 步 显 示 一 些 
蛋白 表达 的 状态 ， 并 且 揭 示 了 与 调 亡 启动 相关 的 19 个 蛋白 ( 光 密 度 值 至 少 具有 
2 倍 变化 }， 其 中 ，12 个 蛋白 在 调 亡 启动 时 表达 上 调 ，7 个 蛋白 表达 下 调 。 根 据 
它们 已 知 的 功能 ， 我 们 将 其 分 为 5 类， 与 G- 重 自 和 核 受 体 信 号 转 导 相 半 的 蛋白 、 
与 蛋白 质 代 谢 、 脂 类 代谢 和 糖 代 谢 相 关 的 蛋白 、 与 气 化 还 原状 态 相关 的 蛋白 以 及 
与 细胞 核 /细胞 骨架 相关 的 蛋白 。 在 6- 蛋 白 和 核 受 体 信 和 号 转 导 相 关 和 蛋白 这 类 和 蛋白 
WP, GDIR 和 ESR 被 鉴定 出 来 。 其 中 ，GTP- 结 合 蛋白 和 Ge iA ES, fH 
GDIR 玫 达 下 调 。 文 献 报道 ，GTP- 结 合 蛋白 被 认为 是 细胞 死亡 的 介 导 子 1371]， 并 
E RA "TULISSE E28 GTP- 结 合 货 白 /从 所 酰胺 转移 随 结 合 GTP 的 能 力 '31。 与 上 
述 相 反 ，GDIR 的 断裂 能 够 激活 Jun N 端 油 酶 ， 提 示 在 某 些 系 统 中 它 作为 泣 亡 的 
上 游 调 节 因子 存在 站。 所 有 这 些 结果 表明 ， 与 G- 蛋 白 信 和 号 转 导 相关 的 蛋白 与 
RA 诱导 HL-60 细胞 测 亡 启动 相关 。 此 外 ， 有 些 文 献 表 明 ESR 诱导 的 阐 亡 与 p38 
MAPK 的 激活 途径 相关 ”1。ERB ESATA ETS, M ER 则 具有 保护 作 
用 [1。 在 我 们 的 实验 中 ，ERe 在 HL-60 细胞 凋 亡 启 动 的 过 程 中 表达 上 调 ， 提 示 
ERa 可 能 在 不 同 的 细胞 类 型 中 发 挥 不 同 的 作用 。 

在 蛋白 质 代 谢 中 ，PSA3 A OAT 在 RA 诱导 的 凋 亡 启动 中 表达 下 调 。 文 献 报 
道 ， 泛 束 - 蛋 白 酶 体 依赖 的 蛋白 降解 系统 在 许多 细胞 模型 中 已 经 显示 参与 调节 笛 
亡 。 通 过 加 入 抽 制 蛋白 酶 体 功 能 的 lactacysun, 18 HE B 型 淋巴 细胞 白血病 对 于 酒 
亡 敏感 性 增高 "3。 此 外 ， 目 前 未 见 任何 关于 与 氨基 酸 合成 相关 的 OAT SWE 
文献 报道 。 

KPY2 和 PMGB 在 糖 代谢 途径 的 不 同 阶段 发 挥 重 要 的 作用 。 商 者 在 凋 亡 启 
动 的 过 程 中 表达 缘 上 调 。 目 前 ， 对 糖 代谢 与 调 亡 之 间 的 关系 知之 甚 少 。 然 而 ， 已 
知 KPY2 和 PMGB XE BFZg af SE JL£B HUY] 4 Lb bs id. Martin 等 也 表明 A- 
TRA 诱导 的 HL-60 细胞 首先 经 过 分 化 ， 随 后 在 体外 发 生 凋 亡 !45]。 因 此 ， 在 我 们 
的 实验 模型 中 ，KPY2 PMGB 的 上 调 提示 ATRA fii HL-60 细胞 的 分 化 可 
能 是 凋 亡 发 生 的 前 提 。 

ETFB 和 HuRNP-E1 与 脂 类 代谢 相关 。 到 目前 为 止 ， 没 有 文献 报道 这 些 蛋 白 
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与 油 亡 相关 。 在 RA 诱导 的 HL-60 细胞 凋 亡 启动 过 程 中 ，ETFB AG^ LIA, m 
HnRNP-E1 表达 下 调 。Antonacci 等 研究 表明 野生 型 ETFB 的 cDNA BE ME Tp Ap it 
传 的 缺陷 ， 恢 复 久 氨 化 至 正常 水 平 (5]。 这 些 数据 提示 与 脂 类 代谢 相关 的 有 氧化 
可 能 参与 油 亡 启动 ， 提 供 能 量 而 防 引 凋 亡 。 此 外 ， 文 献 报道 ， 结 合 HnRNP-E1 
的 mRNA 可 以 调节 由 12/15-lipoxygenases (LOX) 1 健 化 的 脂 类 过 氧化 "1。 故 推 
测 HnRNP-EI 的 下 调 可 能 增加 脂 质 过 氧化 ， 并 且 在 问 亡 启动 中 保持 能 量 。 

TDxH 和 AOP2 与 细胞 的 氧化 还 原 相关 。 在 测 亡 启动 中 ，TDxII 表达 上 调 ， 
而 AOP2 表达 下 调 。 近 来 文献 证 实 ， 在 Moitr4 白血病 细胞 中 稳定 过 表达 的 
TDxII 能 够 保护 固 血清 撤除 所 致 的 凋 亡 ， 表 明 它 具有 通过 眼 制 破坏 性 的 氧 自由 基 
来 防止 氧化 应 激 的 功能 [人 1， 因此 ，TDxII WCW Rae, RUA Ea 
防御 的 调节 因子 。AOP2 是 葡 基 特异 性 抗 氧化 家 族 的 成 员 。 尽 管 没有 鞠 于 它 与 调 
亡 的 相关 报导 ， 但 是 另 一 个 抗 氧化 物质 pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) 可 明 
显 防止 由 TNFe Sri SAAT), GX eee aR AOP2 很 可 能 通过 某 些 途径 来 
防止 凋 疡 的 发 生 ， 其 下 调 有 可 能 在 调 亡 启动 中 发 挥 某 些 积极 的 作用 。 

在 我 们 的 研究 中 ， 与 细胞 核 相关 的 二 个 蛋白 被 鉴定 出 来 。NDKB 和 HMGI 
ERCA pR FYB, Fung 等 报道 NDKB 在 楼 性 NPE 细胞 中 过 表达 [501， 能 
刺激 c-Myc 的 转录 [i。 因 此 ， 在 凋 廊 启动 中 其 下 调 很 可 能 通过 c-Myc 的 调节 来 
发 挥 作用 。 而 HMG 是 一 个 非 组 蛋白 ， 与 染色 体 相 关 。Romine 等 报道 HMGE 可 
能 增强 核 受 体 与 其 反应 元 件 的 结合 、 并 且 与 茹 激活 因子 相互 作用 来 调节 激素 反应 
HEADH, RERA ATF HMG SCAR, EM HMG 接受 信号 表达 
Hm, ATER ERE d ET EIA DNA 断裂 号 ]。 这 些 数 据 提 示 
HMGt1 可 能 在 凋 亡 启动 中 发 挥 一 定 的 作用 。 

actin 在 汕 亡 启动 中 表达 上 调 。 曾 报道 作为 细胞 骨架 蛋白 的 actin 的 破坏 和 重 
组 与 凋 亡 小 体 的 形成 相关 'Mi。 此 外 ， 其 多 聚 化 能 改变 在 线粒体 水 平时 期 发 挥 作 
用 的 gelsolin 的 抑制 活性 ， 最 后 增强 凋 亡 (5]。 困 此 ，actin 作为 凋 亡 启动 的 阳性 
调节 因子 存在 是 可 能 的 。 同 祥 ， 解 聚 蛋 白 cofilin 也 在 凋 亡 户 动 中 表达 增加 。 文 献 
RIB BF 1b cofilin FIA BER (hE SA & BOE T EAA, Ak, 
这 些 数据 提示 actin 和 cofilin 的 增加 可 能 与 省 亡 启动 相关 。 

SM2H #1 HnRNPA2/BI 也 在 凋 亡 启动 中 出 现 。 尽 管 没 有 直接 证 据 表 明 它 们 
与 调 亡 相关 ， 但 各 种 数据 确实 揭示 SM2H 和 HnRNPA2/B1 所 属 的 calpnin 和 Hn- 
RNP 家 族 其 他 成 员 在 注 亡 中 可 发 挥 一 定 的 作用 [51。 因 此 ， 推 测 它 们 也 可 能 参与 
WEE oh. 

Rit, XE ATRA 诱导 HL-60 ZEE UST- Jc 2) 85] SE EELPE ZH BESTE D, SOS E EL RT 
能 作为 触发 注 亡 的 阳性 调节 因子 ， 而 其 他 则 作为 反应 性 的 抑制 济 亡 蛋白 存在 。 这 
表明 在 细胞 测 广 启动 的 过 程 中 全 能 存在 … 个 微妙 的 平衡 ， 一 旦 平衡 被 打破 ， 则 细 
胞 必 将 走向 疯 亡 (图 14-5) 581, 
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综 上 所 述 ， 为 了 获得 诱导 细胞 发 生 油 亡 的 全 面 兴 识 ， 深 入 地 了 解 其 复杂 机 


制 ， 采 用 蛋白 质 组 学 的 方法 来 研究 调 亡 问 题 是 必需 的 。 
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第 士 五 章 和 蛋白质 组 与 新 药 开 发 


目前 世界 上 存在 的 已 知 疾病 太 约 有 4500 种 ， 其 中 只 有 不 到 二 分 之 一 的 疾病 
有 相应 的 治疗 手段 ， 可 以 有 药物 对 庶 的 疾病 甚至 不 到 四 分 之 -。 一 个 新 药 从 开发 
到 上 市 ， 历 经 十 岂 年 的 时 间 ， 研 究 开 发 人 经费 可 达 十 几 忆 美元。 可 是 ， 一 旦 上 市 以 
后， 它 所 带 来 的 利润 也 是 相当 可 观 的 。 可 此 新 药 的 研究 开发 具有 广阔 的 前 景 ， 是 
一 个 周期 长 、 高 风险 、 高 投入 、 高 回报 的 产业 。 当 民 创 新 药物 研究 竞争 十 分 剧 
烈 ， 其 中 竞争 的 焦点 就 在 于 筛选 新 药 ， 问 题 的 核心 是 低 成 本 、 高 效率 地 筛选 出 新 
药 ， 以 达到 缩短 新 药 发 现 过 程 的 目标 。 在 医药 工业 ， 发 现 一 个 新 药 后 ， 临 床 前 药 
理 、 毒 理学 研究 平均 需要 3.5 年 ， 临 床 试验 平均 需 要 56 年， 审批 上 市 平均 需要 
2.5 年 ， 三 者 相 加 平均 12 年 (如 图 15-1952), 企图 从 这 几 个 发 展 阶段 上 缩短 周 
期 ， 加 快 新 药 上 市 的 速度 是 很 困难 的 。 这 几 个 阶段 周期 幅度 ， 不 但 受 新 药 研 究 规 
律 所 制约 ， 也 受 药 品 审 批 管理 法 规 要 求 的 限制 。 


先导 化 合 物 的 
E aa 第 选 与 鉴别 优化 


化 各 
差异 性 动物 和 人 体 
的 安全 性 、 
功效 试验 

1]~3 年 2~5 人 年 4~9 年 


图 151 新 药 发 现 的 过 程 


针对 上 述 难 题 ， 新 药 研 制 机 构 ， 特 别 是 各 国 的 制药 企业 公司 纷纷 加 大 人 大力、 
财力 的 投入 力度 ， 将 热情 和 注意 力 倾注 在 新 药 发 现 过 程 上 上， 大 世 使 用 现代 新 技 
术 ， 寻 找 切 实 可 行 的 解决 方案 ， 以 期 抢占 制药 行业 的 先 机 。 这 就 在 很 大 程度 上 人 种 
进 了 相关 科技 的 高 速 发 展 。 基 因 组 学 《genomics)、 组 合 化 学 《combinatorial 
chemistry) AANE EME (high-throughput screening, HTS) 等 二 种 技术 的 联合 
应 用 使 得 新 药 研 制 的 成 本 得 到 大 幅度 下 降 ， 加 速 了 具有 特定 靶 标 的 新 化 合 物 的 发 
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开始 于 1990 年 的 HGP (human genome projeet)， 是 一 个 大型 的 国际 研究 合 
作 项 目 ， 人 类 基因 组 的 全 部 序列 已 于 2001 年 2 月 份 公 布 。 单 核 背 酸 多 态 性 《sin- 
gle nucleotide polymorphisms, SNP) 是 指 在 基因 组 DNA 某 个 位 图 存在 单个 碱 基 
的 差异 ， 人 类 基因 组 DNA 序列 90% 包 态 性 是 由 它 造成 的 ， 个 慎 对 环境 和 治疗 的 
应 答 星 多 样 性 ， 其 根源 就 在 于 SNP。 人 类 基因 组 中 大 约 有 300 77 SNP 直接 与 疾 
病 有 关 或 影响 药物 处 治 的 药 代 动 力学 。 其 研究 已 或 为 当前 功能 基因 组 研究 中 的 一 
个 新 的 热点 领域 。 在 药物 处 治 过 程 中 ， 人 体 的 每 种 细胞 型 大 约 有 100 种 基因 显示 
出 明显 不 同 的 表达 结果 3!。 

FE HR, MH HGP 的 研究 和 新 药 开发 结合 在 一 起 ， 创 立 了 一 门 新 的 
学 科 ， 叫 药物 基因 组 学 (pharmacogenomics}。 它 以 基因 组 学 为 基础 ， 以 研究 开 
发 新 药 为 目的 ， 人 在 基 内 水 半 上 对 疾病 敏感 度 、 药 物 反 应 和 副作用 进行 分 析 和 研 
究 ， 是 药理 学 当中 的 一 个 新 分 支 。 其 大 致 合 义 和 包括， 药物 效应 的 基因 型 预测 和 基 
因 组 学 在 医药 工业 上 的 应 用 ， 在 分 子 水 平 上 证 明和 阐述 药物 疗效 ， 药 物 作用 的 基 e 
标 、 作 用 模式 和 考 副 作用 。 

但 是 ， 核 酸 作为 药物 作用 的 辑 标 实际 上 存在 着 残 命 的 缺陷 : 首先 由 于 核酸 结 
构 的 向 源 性 ， 联 系 到 许多 人 类 正常 的 功能 ， 作 用 于 DNA 的 药物 大 多 选择 性 差 ， 
而 和 且 毒 性 较 大 ， 特 别 是 形成 基价 结合 的 药物 都 有 严重 的 细胞 毒 作用 ; 其 次 大 多 数 
疾病 都 是 表征 在 下 白质 水 平 上 ， 而 不 是 在 基因 水 平 上 <， 细胞 和 组 织 中 mRNA 的 
丰 庶 与 蛋白 质 的 丰 度 相关 性 不 显著 《 仅 为 0.5)19:， 第 三 ， 将 核酸 结合 的 药物 释 
放 到 相应 的 组 织 是 一 大 难题 ; 第 站， 很 多 疾病 如 癌症 和 心血 管 疾病 往往 是 多 基因 
共同 作用 的 结果 ， 因 此 很 难 找到 关键 基因 作为 作用 的 靶 标 。 以 上 几 点 都 是 制约 新 
药 开 发 进程 的 瓶 菇 。 

因此 ， 为 了 曾 明 生命 活动 的 可 质 ， 真 正 与 功能 研究 结合 ， 基 固 组 的 研究 必然 
要 回归 到 蛋白质 组 研究 。 和 蛋白 质 的 结构 、 分 布 和 功能 ， 对 二 预测 某 些 疾病 的 进 
程 、 药 物 作 用 及 其 过 程 ， 对 于 阐明 不 同 个 体 之 间 喧 传 学 上 的 差异 是 非常 重要 的 。 

蛋白 质 组 是 指 基 因 组 表达 的 所 有 相应 的 蛋白 质 ， 是 细胞 战机 栖 全 部 蛋白 质 的 
存在 及 其 活动 方式 。 它 是 从 整体 的 重 白质 水 平 上 ， 有 从 生命 本 质 的 层次 上 研究 和 发 
现 生命 活动 的 规律 和 重要 的 生理 、 病 理 现象 的 本 质 。 与 mRNA 表达 分 析 相 似 的 
是 ， 它 的 示 了 基因 活性 的 动态 表达 ， 而 不 是 某 因 组 的 静态 行为 。 出 于 疼 病 的 发 生 
与 发 展 、 药 物 的 作用 大 多 是 在 蛋 首 质 水 平 上 进行 的 因此 蛋白 质 组 学 研究 克服 了 
蛋白质 表 达 和 基 思 之 间 的 非 线性 关系 。 将 蛋白 质 组 应 用 于 新 药 研 究 ， 可 以 通过 对 
疾病 与 正常 细胞 中 的 蛋白 质 组 进行 比较 ， 发 现 可 以 成 为 药物 筛选 的 作用 划 标 的 、 
与 一 些 疾 病 相 关 的 蛋白 质 。 而 新 药 及 其 靶 标 的 发 现 和 药物 作用 的 模式 研究 是 药物 
蛋 折 质 组 学 的 重要 研究 内 容 。 
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学 技术 向 高 通 量 (大 规模 ) 和 自动 化 方向 发 展 ， 而 高 灵敏 度 、 高 准确 度 和 高 重 现 
性 成 为 评价 技术 发 展 的 标准 。 

蛋白 质 组 学 可 以 提供 … 种 发 现 和 鉴定 在 疾病 作用 下 表达 异常 的 蛋白 质 的 方 
法 。 这 种 蛋 自 质 可 以 作为 药物 筛选 的 作用 靶 点 。 还 可 以 通过 对 疾病 发 生 的 不 同 阶 
段 蛋 白质 的 变化 进行 分 析 ， 发 现 一 些 疾病 不 同时 期 的 蛋白 标志 物 ， 这 样 不 仅 对 药 
物 发 现 具有 指导 意义 ， 还 可 形成 来 来 诊断 学 、 治 疗 学 的 基础 理论 。 瘤 症 被 称 为 当 
今 人 类 的 一 大 天 敌 ， 因 而 抗 种 瘤 药 的 开发 也 就 成 了 科学 家 们 研究 的 重点 。 现 今 大 
多 数 抗 癌 药 都 伴 有 严重 的 毒 副 作用 ， 特 别 是 对 晚期 癌症 病人 进行 单一 化 疗 或 联合 
放疗 、 过 热 疗 法 时 ， 经 常 伴随 着 癌 细 胞 对 细胞 挤 制 剂 耐 药 性 的 发 生 。 加 时 能 发 现 
在 耐 药 细胞 系 中 表 这 异常 的 蛋白 质 或 者 与 细 胸 毒性 密切 相关 的 蛋白 质 ， 就 可 以 此 
蛋 和 康 为 节点 设计 用 十 联合 出 药 的 新 化 学 单位 (new chemical entities), tH RT EX E 
信息 为 参考 ， 设 计 避 免 产 生 耐 药性 或 毒 副作用 的 药物 。 男 外 造成 癌症 病人 死亡 率 
极 癌 的 主要 原因 是 肿瘤 的 转 称 。 现 在 国内 - - 些 实验 室 已 开始 利用 蛋白 质 组 学 技 
AR, MRT ARREARS BR, RIK SP RR BAH RAR. F 
PEE Ay Pe aR RA AN, Ree. 

在 抗生素 方面 ， 由 于 传染 病 仍 是 死亡 的 主要 原因 ， 因 而 抗 感染 药 是 近年 来 各 
国 新 药 开 发 的 热点 之 一 。 但 面 对 抗 生 素 耐 药 问题 以 及 不 断 出 现 新 的 微生物 的 感 妆 
性 疾病 ， 老 的 方法 豆 得 束手无策 。 其 根本 承 因 就 在 二 对 药物 的 作用 机 制 缺 乏 透 彻 
的 认识 。 蛋 白质 组 学 技术 可 以 让 人 们 清楚 地 了 解 细菌 内 哪些 重 白 质 会 在 抗生素 的 
作用 下 发 生 改 变 ， 以 及 发 生 何 种 变化 。 根 据 这 些 变化 ， 并 以 蛋白 质 作 为 新 药 设 讨 
AR, HRA RER. AAEM AR ARR, FRE AL 
制 。 


第 一 节 UY dE EG EE 


EXOHEH, BoepE BONN x X, FRAME. BOE. TRIB 
TEE D RBS CORP RR LAA), Hepp RR 
ARRARBA, BEARMESS, RATE SOR eE 
29—— EBMER. SPRARRMEAREA, 

目前 ， 已 有 许多 新 技术 新 方法 可 加 快 这 一 阶段 的 研究 ， 如 生物 信息 学 
(bioinformatics}、 体 外 或 体内 表达 技术 (in vivo or in vitro expression)、 超 高 通 
# (ultra high throughput) 仪器 、 微 阵列 技术 (microarrays), KK XA Canti- 
sense) 以 及 蛋白 质 组 学 【proteomics) 技术 等 等 ， 这 些 技术 是 药物 早期 开发 成 功 
的 关键 。 

由 于 许多 疾病 与 信号 传导 途径 异常 有 关 ， 因 而 信号 分 子 可 以 作为 治疗 药物 设 
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计 的 靶 点 。 在 信号 传递 过 程 中 涉及 成 百 上 千 个 蛋 巴 质 ， 蛋 马 质 -蛋白 质 相互 作用 
发 生 在 细胞 内 信和 号 传递 的 所 有 阶段 。 而 且 ， 这 种 复杂 的 蛋白 质 作 用 的 串联 效应 中 
以 完全 不 受 基 央 调节 而 自发 地 产生 [5]。 通 过 与 正常 细胞 作 比 较 ， 掌 握 与 疾病 组 
胞 中 某 个 信和 号 途径 活性 增加 或 丧失 有 关 的 绰 白 质 的 改变 ， 将 为 药物 设计 提供 更 为 
合理 的 靶 点 。 

基因 工程 、 基 因 大 规模 序列 分 析 、DNA 和 多 肽 自动 合成 、 色 谱 - 光 溢 联 用 、 
多 维 色 谱 及 光谱 、 组 合 化 学 、 蛋 白质 相互 作用 、 高 通 量 及 超 高 通 量 药物 第 选 等 技 
术 已 广汉 应 用 十 生命 科学 的 许多 领域 ， 特 别 是 新 药 研 究 和 开发 。 

生物 芯片 【biochip) 技术 是 近 几 年 才 发 展 起 来 的 一 种 商道 量 、 微 型 化 和 自动 
RRA, MPR ERED (microarray) 分 析 技 术 。 它 应 用 十 生命 科学 的 许多 领 
域 ， 如 疾病 根 关 基因 的 发 现 、 疾 病 分 子 诊 断 和 预测 及 基因 功能 研究 等 《 见 图 15- 
2)f。 在 药物 领域 ， 对 于 药物 佑 标的 发 现 、 多 胆 位 同步 超 高 通 量 药物 第 选 、 药 
物 作用 的 分 六 机 嵌 、 中 医药 基础 理论 现代 化 、 上 药物 活性 及 毒性 评价 等 方面 都 有 其 
他 方法 无 可 比拟 的 优越 性 。 

生物 芯片 技术 至 少 由 5 部 分 组 成 ( 见 图 15-3) 中 1， 0 具有 特殊 表面 的 芯片 本 
3. Q 在 芯片 上 点 布 或 原 位 合成 核酸 【或 蛋白 质 ) 探 针 得 到 徽 阵列 的 设备 。 布 
阵 的 质量 直接 影响 微 阵 列 分 析 的 结果 ， 目 前 喷 泡 (bubble jet) RAO MRA 
酸 的 无 屏 项 原 位 (maskless in situ) 合成 技术 四 的 建立 使 微 阵 列 分 析 技 术 得 到 很 
KES. OA FOP DNA 杂交 的 流体 系统 。 亿 读 取 芯片 的 扫描 仪 。 图 定植 分 
析 和 解释 结果 的 完善 的 软件 程序 。 另 外 还 需要 从 生物 材料 中 提取 核酸 以 备 分 析 的 
工具 。 


图 15-2 生物 芯片 为 功能 基因 组 学 提供 综合 平台 


基因 芯片 【genechip) 及 蛋白 质 芯片 (proteinchip) 均 属 于 生物 芯片 ， 都 是 
近年 来 发 展 起 来 的 新 的 生物 技术 。 现 在 它们 越 来 越 多 地 应 用 到 生物 学 、 医 学 、 遗 
传 学 、 药 理学 和 毒 理学 等 多 个 方面 ， 并 开始 加 露头 角 。 
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AELE H MH DNA 或 cDNA 微 阵 列 (DNA or cDNA microarray), 是 指 在 面 
积 很 小 的 载体 上 ， 点 布 数 以 万 计 不 同 的 寡 核 苷 酸 或 cDNA, REST Sepia 9G 
染料 的 待 测 DNA 或 mRNA 杂交 ， 与 靶 序 列 配 合 好 的 探 针 会 产生 强烈 的 杂交 信 
号 ， 如 果 有 碱 基 的 错 配 ， 信 号 就 会 减弱 。 籍 此 能 判断 若 DNA 或 mRNA 中 与 芯片 
相应 基因 的 突变 或 表达 等 情况 。 它 的 特点 是 : … 次 性 检测 祥 本 量 大 、 成 本 相对 
人 息 、 计 算 机 自动 分 析 结 果 以 及 快速 、 准 确 等 ， 因 此 适 于 各 DNA 或 mRNA 的 高 通 
hmi. 

基因 芯片 应 用 于 靶 标 筛选 的 方法 主要 有 两 种 。 一 种 是 获得 未 知 功能 的 基因 并 
通过 芯片 技术 进行 分 析 。 基 因 芯 片 可 以 同时 筛选 大 量 的 基因 并 通过 数据 的 对 比分 
析 指 出 可 能 的 新 的 疾病 靶 标 00'01。 另 一 种 方法 是 大 规模 比较 正常 组 织 与 疾病 组 
织 的 表达 谱 之 间 的 区 别 。 基 内 芯片 技术 可 以 用 于 监 别 多 种 疾病 中 上 上调 (upregu- 
lated) 和 下 调 (downregulated) BOE. Heller s px PE AR ER T ME 
关节 炎 和 肠炎 组 级 与 正常 组 织 间 的 差异 ， 证 实 这 两 种 炎症 疾病 的 发 后 与 多 种 基因 
4 X, Wilson 等 [3 和 企 基 因 芯 片上 点 布 了 与 97% 的 结核 分 枝 杆 菌 基因 可 读 杠 相对 
应 的 cDNA， 检测 经 过 蜡 烟 朋 作 用 后 对 其 有 耐 药 性 的 结核 杆 昔 ， 发 现 5 种 编码 下 
型 脂肪 酸 合 成 酶 和 fbpC 酶 的 基因 、4 种 与 生物 人 台 成 途径 无 直接 相关 的 基因 《et- 
pA、fadE23、fadE24、ahpC) 表达 增高 ， 这 就 为 将 来 人 工 合成 新 的 抗 结 核 药物 提 
供 了 有 用 的 线索 。 

在 肿瘤 研究 和 诊治 方面 ， 焉 ang 等 [将 5766 种 cDNA 点 布 在 一 张 基 因 芯 片 
E, BERR EE RRA ARCH SRA RAMS, BET EPR 
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变 过 程 中 起 着 重要 作用 的 几 种 基因 ， 这 也 为 肿瘤 的 诊断 和 治疗 带 来 了 新 的 方法 和 
途径 。 另 外 还 有 多 种 癌症 组 织 (!5~ 站 被 人 们 用 这 种 方法 所 研究 ， 这 些 肿 痛 基 因 表 
达 谱 的 研究 对 于 肿瘤 的 分 类 和 提供 癌症 的 新 型 基 内 又 标 提供 了 可 能 。 

近年 来 ， 随 车 分 子 生 物 学 的 不 断 发 展 ， 越 来 越 多 的 单 基 因 遗 传 病 的 基因 被 克 
隆 出 来 。 利 用 基因 必 片 检测 容 攻 大 的 特点 ， 可 根据 某 个 遗传 病 的 特定 基因 ， 设 计 
一 组 包含 能 检测 该 基因 各 外 显 子 上 所 有 可 能 出 现 突变 的 DNA 序列 位 点 的 骞 核 昔 
酸 探 针 ， 制 成 一 张 蕊 片 ， 利 用 杂交 时 会 出 现 套 基 错 配 杂交 信号 三 弱 的 特性 ， 经 计 
算 机 分 析 扫 拱 信 号 ， 将 该 基因 上 的 杂 合 性 突变 检测 出 来 ， 并 分 析出 该 突变 位 点 在 
突变 后 有 无 mRNA 表达 、 表 达 后 翻译 的 蛋白 质 功 能 变化 的 可 能 情况 ， 使 得 一 次 
检测 就 可 以 完 成 对 一 系列 疾病 的 基因 诊断 。 同 时 ， 单 张 芯片 上 容纳 的 寡 核 昔 酸 探 
针 越 多 ， 一 次 检测 能 够 诊断 的 基因 遗传 病 种 类 也 越 多 。 随 着 基因 芯片 产 碘 的 增 
如， 价格 也 会 逐步 下 降 ， 使 得 对 基 央 遗传 病 的 诊断 和 产 前 诊断 在 实际 中 的 应 用 成 
为 现实 。 
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EARE A PRE A ae I (protein microarray)， 它 征 继 基因 芯片 之 后 
作为 基因 芯片 功能 的 补充 发 展 起 来 的 。DNA 基因 芯片 为 描绘 不 同 组 织 的 mRNA 
表达 谱 提 供 了 可 能 ， 并 且 得 天 了 广泛 的 应 用 。 筑 白质 是 牛 命 活动 的 执行 者 和 体现 
者 ， 是 生物 体 最 主要 的 结 梅 成 分 、 催 化 剂 和 信和 号 转 导 分 子 ， 一 个 基因 在 转录 时 也 
许 以 多 种 mRNA 形式 剪接 ， 而 同 … 种 直上 白质 可 能 会 以 多 种 形式 进行 翻译 后 修饰 ， 
蛋白 质 给 中 蛋白 质 的 数量 可 能 超过 基因 组 的 数量。 所 以 更 能 反映 生物 体 机 能 的 是 
KAMARA, MTE mRNA 表达 谱 。 蛋 白质 芯片 的 发 展 使 得 在 同一 时 相 分 析 
整个 蛋 犁 质 组 成 为 可 能 。 

保留 色谱 各 预 活化 芯片 表面 是 蛋白 质 芯 片 的 两 种 常用 的 分 离 手段 08]。 用 二 
蛋白 质 党 片 表面 的 色谱 主要 有 反 相 色 谱 、 离 子 色谱 (阴离子 和 阳离子 ) 交换 色 
HS SARANGI: 舌 活 化 表面 主要 是 基于 蛋白 质 之 和 间 的 专 一 性 作用 ， 如 ， 杭 
原 一 抗体 结合 和 受 体 -- 配 基 等 (XE 15-4)。 通 过 分 离 ， 可 以 将 从 细胞 或 体液 中 
分 离 出 的 具有 某 些 共同 特性 的 蛋白 质 富 集 至 蛋白 质 芯 片上 用 于 进一步 的 分 析 。 

与 基因 芯片 相似 ， 蛋 白质 芯片 就 是 在 载体 上 点 布 高 密度 不 同 种 类 的 蛋白 质 ， 
然后 再 用 标记 了 荣光 染料 的 已 知 抗体 或 配 体 等 与 待 测 样本 中 的 抗体 或 配 体 一 起 同 
已 片上 的 蛋白 质 竞争 结合 ， 在 扫描 仪 上 读 出 荧光 强 屏 ， 利 用 计算 机 分 析 计 算出 待 
测 祥 本 结果 。 在 此 基础 土 进一步 发 展 到 对 各 种 蛋白 质 、 抗 体 以 及 配 体 的 检测 ， 款 
补 了 基因 苦 片 检 凋 的 空缺 。…- 般 来 说 ， 制 作 蛋 白质 芯片 及 其 检测 的 流程 是 ， 首 先 
FIR RR AGERE, BHAA RK LR: 分 别 制 备 正常 组 织 
和 疾病 组 织 的 蛋 日 质 组 ， 对 漠 白 质 组 进行 适当 的 标记 ; 蛋白 质 组 与 芯片 上 的 抗体 
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图 15-4 各 种 形式 的 蛋白 质 芯 片 表 面 


发 生 反应 ， 只 有 与 芒 片 上 的 抗体 发 生 反应 的 蛋白 质 在 洗 脱 后 能 结合 在 芯片 表面 ; 
进行 ELISA 试验 ， 分 析 试 验 结 果 ， 根 据 各 点 的 强度 进行 比较 分 析 。 机 器 人 在 这 
一 领域 的 应 用 使 得 蛋白 芯片 在 受 体 - 配 基 相互 作用 和 基因 表达 的 高 通 量 筛 选中 的 
应 用 成 为 可 能 。Lueking 等 91 首先 利用 机 械 手 将 基因 工程 生产 的 92 种 不 同 种 类 
的 人 体 蛋 白质 点 布 在 聚 偏 二 氢 乙 烯 (PVDF) 滤 片 上 ， 用 相应 的 单 克隆 抗体 可 以 
测 得 很 好 的 结果 ， 其 中 ELISA 反应 得 到 的 图 像 经 过 CCD (charge-coupled device) 
照相 技术 及 激光 扫描 系统 等 对 信号 进行 检测 ， 整 个 检测 过 程 完 全 自动 化 ， 真 正 做 
到 了 高 效率 、 低 成 本 ， 特 别 适 合 于 蛋白 表达 的 大 规模 、 多 种 类 筛 查 ， 提 供 高 通 量 
的 配 体 - 受 体 反 应 研究 手段 。Mendoza 等 [01 则 采用 了 毛细 管 系统 将 单 克隆 抗体 和 
抗原 转移 到 玻璃 表面 ， 每 个 阵列 最 多 可 以 有 144 种 单独 的 抗体 和 抗原 。 但 在 高 通 
量 模式 下 ， 一 次 可 以 印刷 96 个 阵列 ， 这 样 就 可 以 同时 分 析 96 个 不 同 的 样品 ， 达 
到 高 通 量 的 要 求 。 

对 吸附 到 蛋白 质 芯 片 表面 的 靶 蛋 白 的 检测 主要 有 两 种 方式 。 除 上 面 提 到 的 蛋 
白质 标记 法 ， 样 品 中 的 蛋白 质 预先 用 荧光 物质 或 同位 素 等 标记 ， 结 合 到 芯片 上 的 
蛋白 质 就 会 发 出 特定 的 信和 号 ， 用 CCD 及 激光 扫描 系统 等 对 信号 进行 检测 的 方法 
外 ， 还 有 一 种 是 以 质谱 技术 为 基础 的 直接 检测 。 表 面 增强 激光 解析 离子 化 -飞行 
时 间 质 谱 技术 (surface enhanced laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry, SELDI-TOF-MS) 在 蛋白 芯片 分 析 中 的 应 用 使 得 检测 的 灵敏 度 大 大 
增强 。 在 点 阵 的 表面 卫生 传统 的 色谱 分 离 介质 ， 如 反 相 介质 、 离 子 交换 介质 、 固 
相 金 属 亲 和 介质 和 混合 模式 的 介质 等 ， 生 物 分 子 通 过 不 同 的 作用 与 表面 上 的 各 种 
介质 结合 ， 因 为 其 作用 具有 高 度 专 一 性 ， 可 以 得 到 比 标 准 的 层 析 介质 更 显著 的 富 
集 效 果 ， 从 而 在 SELDI-TOF-MS 中 获得 比 普通 MALDI-TOF-MS 信号 更 强 ( 灵 
敏 度 更 高 )、 更 均一 、 重 复 性 更 好 的 谱 图 ， 进 行 蛋 白质 的 相对 分 子 质量 和 相对 定 
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HP. B DNA RAE, EEG HTRHEEZERR OS EE OREL Bt, OA 
EHAE (LECT EUH HT. He RE BURIBURE, TEMA TRE 
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目前 我 国 在 生物 芯片 研发 及 生产 技术 、 应 用 等 方面 已 经 取得 了 很 大 的 成 
功 [1。 世 界 首 例 用 于 肿瘤 早期 检测 的 多 肿瘤 标志 物 蛋白 芯片 检测 系统 ， 日 前 已 
在 上 海 数 康生 物 科技 有 限 公 司 开 发 研制 问世 ， 经 多 家 医院 临床 试验 和 各 方 专家 论 
证 整定 ， 国 家 药品 监督 管理 局 已 正式 为 其 颁发 了 生物 制品 一 类 新 此 证 书 及 试 生产 
批文 。 这 一 系统 基 基于 生物 芯片 技术 和 免疫 学 技术 、 通 过 检测 12 种 肿瘤 标志 物 ， 
可 以 达到 对 10 种 常见 肿瘤 RR HER. aOR. MARA., BARE. EE 
ER, SUR. PA AOR. AS/EBASE. ARR) 进行 同时 检测 的 目的 ， 可 广 
泛 地 应 用 于 临床 辅助 诊断 、 体 检 普 查 等 领域 。 


第 二 节 药物 的 高 通 量 筛选 体系 


合 运用 重 晶 质 组 技术 等 筛选 得 到 疾病 轰 标 蛋白 质 以 后 ， 可 以 合理 设计 针对 
冯 病 到 标 特 点 的 先导 化 合 物 及 其 活性 类 似 物 。 要 想得到 临床 药物 ， 还 需要 对 其 进 
行 大 规模 活性 第 选 。 在 人 类 基因 组 计划 进行 的 近 几 年 中 ， 药 物 饰 选 有 了 很 大 发 
展 ， 现 代 药 物 筛 选 包 括 以 下 几 个 层次 : D 计算 机 模拟 药物 第 选 和 计算 机 辅助 设 
计 。 运 用 计算 机 技术 ， 以 药物 鸳 标 分 子 三 维 结构 和 看 白质 唱 体 结 构 为 基础 ， 对 含 
有 大 量化 合 物 结构 的 数据 库 进 行 模拟 “筛选 "， 迅 速 高 效 好 过 现 先导 化 合 物 及 其 
新 用 途 。@ 分 子 水 平 的 药物 筛选 模型 。 利 用 生命 活动 中 发 挥 重要 作用 的 基因 位 
点 、 受 体 、 酶 、 离 子 通道 ， 核 酸 等 生物 大 分 子 作 为 药物 苯 选 的 作用 鞠 点 进行 分 子 
KF oe, A, RADAR ARE AR ZEN., © RKE R25 1998 
OR, FAA FMR. REA AB PERHETT 25 Va dE FE RD P XE EE. © 
动物 个 体 水 平 的 药物 筛选 模型 。 动 物 试 验 作为 药物 在 人 体 临 床 前 的 鉴定 模型 ， 转 
基 锣 和 基因 剔除 动物 模型 的 平台 建立 ， 为 药物 筛选 和 基因 治疗 提供 了 实验 模型 。 
© Athi int A, HEA H Lb aS A Mt. 

采用 分 子 水 平 的 筛选 模型 已 被 普遍 用 于 除 计 算 机 模拟 药物 筛选 外 的 第 一 步 初 
锯 ， 其 优点 是 特异 性 强 、 灵 敏 度 高 、 微 量 快速 。 世 白质 组 学 技术 应 用 于 靖 选 模型 
格 建 中 的 一 个 最 大 的 优势 就 是 更 清楚 、 更 详尽 地 曾 明 分 子 药理 机 制 ， 提 供 更 为 有 
效 、 合理 的 药理 模型 。 现 在 蛋白 质 组 学 的 研究 结果 表明 ， 蛋 白质 基因 表达 的 调控 
感 了 真正 的 药物 作用 机 制 。 在 药物 发 现 阶段 ， 大 量 合成 的 有 机 化 合 物 和 分 郊 得 到 
的 天 然 产物 有 效 成 分 ， 在 有 效 的 药理 模型 上 利用 自动 化 的 入 选 技术 对 其 进行 随机 
筛选 ， 发 现 具 有 进一步 开发 价值 的 化 合 物 ， 称 为 先导 化 合 物 《lead compound), 
药物 发 现 阶段 对 创新 药物 的 研究 具有 决定 性 的 意义 ， 往 选 效 率 的 提高 将 大 大 编 短 
MARA AW. BAMA ER RRB, ON BS Ope A 
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的 建立 。 

近年 来 ， 蝴 着 科学 技术 的 进步 ， 如 分 闻 生 物 学 、 分 子 病理 学 、 分 子 药理 学 、 
自动 化 技术 特别 是 机 器 大 的 麻 用 ) 和 微 电 子 技术 等 学 科 的 发 展 ， 福 新 药 研 究 中 
ERTH NA AE, LAT AA E (high throughput screening, 
HTS) fk, EAM AGES. SAA. 生物 信 息 和 自动 化 仪器 、 机 器 
人 等 先进 技术 进行 组 合 ， 形 成 一 种 发 现 新 药 的 新 程序 te31。 高 通 基 筛选 是 药物 产 
业 化 过 程 中 的 一 个 关键 环节 ， 它 是 测试 标 靶 相对 车 批量 化 合 物 的 结合 能 力 或 生物 
Siete. BMA TREAT, ARREARS MARS, 
AA 5E PE SP Set E A A ee Sl Se] — Bk BK 100 000 ~ 
300 000 个 以 上 的 化 合 物 ， 从 中 确定 100—300 个 候选 物 ， 最 后 ， 一 至 两 个 化 合 物 
能 成 为 先导 化 合 物 。 

E HTS 发 展 之 前 的 虽 年 代 初 期 ， 采 用 传统 的 方法 ， 一 个 实验 室 借 助 20 余 
ee A, 年 内 可 以 第 选 75 000 个 样品 ; 到 了 1997 年 HTS 发 展 的 初 
期 采用 100 4s PP AE fiz, SESE RE 1 000 000 + HEAR; m$ 1999 年 ， 由 于 
HTS 的 进一步 完善 ， 每 天 的 筛选 二 就 高 达 100 000 HLS we!) AeA 
385 HE UR x Cultrahigh-throughput screening). 3X Bü EK, CEA Kn p 28A 
3B XE RE 

HTS 系统 应 用 和 推广 的 关键 在 于 必须 具备 相应 的 新 药 筛选 模型 。 近 年 来 以 
基 内 表达 产物 为 模型 建立 的 新 药 科 选 模型 为 HTS 的 应 用 提供 了 有 利 条 件 。 如 根 
据 和 类 重要 疾病 的 种 类 ， 以 每 种 疾病 可 能 涉及 的 基因 及 每 种 基因 产物 在 致 病 过 程 
中 可 能 与 之 相关 的 蛋白 相互 作用 数目 计算 ， 预 计 基 因 组 研究 的 结果 可 吉 供 5000 一 
10 000 种 分 子 药 部 ， 革 位 数目 将 超过 以 往 的 20 A. 


—. BRE 


高 通 基 第 选 条 统 主要 由 五 个 部 分 组 成 ， O 自动 化 操作 系统 ; 加 高 灵敏 度 检 
MAS; Oat. AKT HEA HRN, © 被 第 样品 库 ; © 数据 
PRE A. RIS Sb, A AES A DOE, aur 
机 辅助 设计 、 组 合 化 学 、 高 效 天 然 化 合 物 提取 方法 等 。 用 这 些 现代 方法 进行 药物 
RA, REZAR BUE. AREA — 7254. 

BNC TE Re PE EE EB MESE, DIE X SET NUT Le 
的 样品 ， 工 作 重 复 而 枯燥 ， 人 工 操作 显然 满足 不 了 准确 、 快 速 的 要 求 。 自 动 化 操 
作 系 统 本 身 主 要 由 计算 机 及 其 操作 软件 、 自 动 化 控制 设备 、 温 钥 、 离 心 (加 样 和 
冲洗 ) FRAR (hoth 等 部 分 组 成 。 它 可 以 代替 人 工 完成 自动 加 样 、 转 
牧 、 洗 脱 、 混 合 、 温 锐 和 检测 等 操作 ， 减 少 人 工 操作 所 造成 的 误差 。 

高 灵敏 度 、 快 速 的 检测 系统 是 高 通 量 筛选 的 关键 。 这 种 节选 通常 在 96 FL 
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(384 FL RSE E41) HAIL, PA, BRRARRER, 
满足 快速 检测 的 湖 要 。 用 于 HTS 中 的 检测 方法 ， 大 多 以 ELISA 方法 为 基础 ， 其 
目的 在 于 确定 配 基 和 受 体 的 相互 作用 。 目 前 才 采 用 荧光 或 酶 标 比 色 方 法 代替 同位 
素 标记 法 。 

分 子 和 细胞 水 平 的 高 特异 性 体外 筛选 模型 为 高 通 量 的 自动 化 种 选 葛 定 了 基 
础 。 与 整体 动物 和 组 织 器 官 水 平 的 第 选 模型 相 比 ， 它 县 有 材料 用 二 少 、 药 物 作用 
机 制 明确 和 可 实现 大 规模 筛选 等 特点 。 与 传统 模型 相 比 ， 以 基因 形 达 产物 为 靶 位 
建立 的 药物 锯 选 模型 具有 以 下 突出 优点 ; 由 地 位 专 一 、 特 异性 强 ， 因 此 假 阳 性 
A; O 通过 基因 交 隆 扩 增 可 以 获得 足够 量 的 某 些 因 含 量 低 而 无 法 提取 的 妓 位 
物质 ; O 与 采用 动物 及 其 组 织 提取 物 的 方法 比较 ， 费 用 明显 降低 ; CD 所 建立 的 
模型 适用 于 HTS 全 自动 快速 太 基 筛选 的 新 体系 。 如 何 发 现 更 多 新 的 药 靶 ， 并 在 
此 基础 上 建立 各 种 特异 性 强 的 新 的 筛选 模型 ， 是 促进 新 药 饰 选 研 究 的 关键 因素 。 
随 着 人 类 和 模式 生物 基因 组 及 后 基因 组 研究 的 飞速 发 展 ， 其 结果 必 将 极 大 地 推动 
新 药 的 相关 研究 。 

采用 HTS 进行 第 选 的 样品 主要 存 组 合 化 学 库 、 天 然 化 合 物 、 化 学 合成 化 合 
物 、 反 义 核酸 、 肽 核酸 、 可 溶性 蛋白 等 ， 生 物 芯 片 技 术 也 可 用 丁 HTS 药物 筛选 
研究 。 

数据 采集 传输 处 理 系统 实际 上 是 对 大 规模 、 高 遂 基 筛选 钻 果 的 总 结 。 一 方 
面 ， 它 人 负 足 将 第 选 的 结果 采集 和 传输 到 数据 库 中 ， 另 一 方面 ， 它 还 将 对 数据 进行 
处 理 和 和 管理。 数据 库 系 统 需 要 对 筛选 化 合 物 样 品 的 理化 性 质 、 生 物 活 性 信息 进行 
存储 管理 。 辣 时 ， 通 过 对 问 一 模型 的 呈现 阳性 反应 的 化 合 物 结构 进行 分 析 ， 从 而 
为 进一步 的 药物 设计 提供 参考 ， 达 到 大 规模 高 通 量 的 着 选 目的 。 

如 何 发 现 更 多 新 的 药 靶 ， 并 在 此 基础 上 建立 各 种 特异 性 强 的 新 的 筛选 模型 ， 
是 促进 新 药 筛 选 研 究 的 英 键 因素 。 人 类 基因 组 计划 的 完成 及 后 基因 组 研究 的 飞速 
发 展 ， 必 将 极 大 地 推动 新 药 的 相关 研究 。 


=. AUR E 7! 


It OL BEY € (in silico screening/ virtual screening). 主要 用 于 限定 Om 
fp) BRED TRAN LE BRERA FERE. CERRADA 
HFEF EY — PI (focussed screening) WR., ERM it BALA Bh 25 
物 分 子 设 计 的 大 部 分 研究 领域 ， 从 组 合 化 学 库 的 合理 设计 到 三 维 结构 化 学 关系 数 
据 库 的 自动 产生 ; 从 库 中 分 子 结构 相似 性 分 类 到 化 合 物 是 否 具 备 上 药物 类 似 性 的 快 
速 预测 ; 从 对 系列 化 合 物 三 维 定量 构 效 关系 研究 与 药 效 团 的 构建 到 药物 分 子 与 受 
体 相互 作用 的 精确 计算 机 模拟 。 其 目的 是 在 大 量化 合 物 样品 库 中 挑选 出 能 代表 分 
子 多 样 性 和 药物 类 似 性 的 分 子 作为 候选 先导 化 合 物 进行 生 物 学 往 选 ， 从 而 大 大 减 
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少 药物 开发 的 消耗 和 缩短 药物 开发 的 周期 。 
第 三 节 药物 作用 的 监测 评价 体系 


经 过 大 规模 筛选 后 的 先导 化 合 物 进 入 药物 开发 阶段 。 这 一 阶段 包括 药 效 学 研 
窜 、 药 代 动 力学 研究 、 安 全 性 评价 和 临床 试验 等 步骤 。 这 一 过 程 最 大 的 特点 是 耗 
时 又 耗资 ， 且 常常 是 幸存 者 密 密 无 几 。 尤 其 是 在 临床 试验 中 被 淘汰 出 局 的 为 客 
数 。 分 析 其 原 内 是 缺乏 对 药物 的 毒 理 机 制 深入 了 解 和 缺乏 有 效 的 临床 前 安全 性 评 
价 指标 。 盘 白质 组 学 的 出 现 及 时 有 效 地 弥补 上 了 这 块 空白 。 


一 、 Im PB 22 S EVE fT 


ARR RIRE EA BEAR EA SRA ESE, SOAK 
dia FE SE TELE EE E ERA BE c IR — FRE ORE SERRE He SK — 28 28 55 I px A AE dE, 
FE, EAMH A Bep dc Bes pep Rik. ARR A 造成 严重 的 肾 毒 
TERRE G5 TC HH E TES ERE 4B 0c 25 n BEER HL Ur] E P rb n 2D IS FR FEL T RT 1 91 
TUS, WH ALL MUNI ERR, MMAR SRE RH 
和 自身 免疫 疾病 的 治疗 中 ， 但 应 用 中 也 伴随 着 许多 副作用 ， 其 中 最 值得 注意 的 是 
BEE, FPWR A 处 治 后 最 明 电 的 结果 是 ， 部 分 重 白 点 消失 ， 这 些 蛋 白 点 后 
来 从 大 局 肾脏 蛋白 质 模式 中 被 鉴定 为 calbindin-D 的 28 kDa 蛋白 。 使 用 酶 联 免疫 
吸收 剂 分 析 的 进一步 研究 证 实 ， 大 良宵 赃 中 calbindin-D 的 28 kDa 蛋白 量 持续 减 
少 。 这 种 减少 伴随 着 尿 钙 排泄 物 和 皮 民 骨髓 管内 右 灰 化 的 增加 。 就 像 以 前 提出 的 
那样 ， 如 果 calbindin-D 28 kDa 蛋白 扮演 钙 运 输 的 促进 器 和 钙 缓 冲 器 的 角色 ， 观 
察 到 的 效应 就 能 得 到 解释 。 环 孢 素 A 毒性 标志 物 的 监 定 ， 为 其 毒 效 提供 了 可 靠 
的 说 明 ， 这 是 址 对 质 组 与 其 他 的 技术 结合 的 成 功 应 用 结果 。 第 二 个 生物 标记 蛋白 
上 质 成 功 鉴 别 的 例子 来 白 散 腕 鳞片 状 细 腹 癌 进 程 的 长 期 研究 天。 在 此 研究 中 ， 可 
以 览 测 定义 蛋白 填 标 志 物 和 和 癌 损 害 的 分 化 程度 ， 

因此 ， 无 怪 平 Aicher 等 1 这 样 评论 蛋白 质 组 ;:“ 鉴 于 目前 蛋白 质 组 相关 技术 
己 取 得 的 长 足 进 步 ， 人 们 有 信心 期 等 大 规模 蛋白 质 组 学 将 成 为 进行 临床 安全 性 评 
CHEETA.” 


T. 临床 试验 


利用 蛋白 质 组 学 可 以 检测 到 疾病 相关 和 蛋白质， 这 些 蛋 白质 实际 上 就 是 指示 实 
病 发 生 的 分 子 标志 物 。 内 而， 这 些 分 子 信号 将 来 有 可 能 被 用 作 在 临床 试验 中 监测 
受 试 者 用 药 反 应 的 参考 。 同 时 也 可 以 这 些 分 子 信和 号 为 依据 进行 最 适 临 床 受 试 者 的 
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挑选 。 
三 、 生 物 技 术 药 物 的 开发 


生物 技术 药物 包括 基因 工程 重组 蛋白 质 药物 、 舍 核 苷 酸 药 物 、 基 固 工程 抗体 
药物 、DNA 药物 等 。 生 物 技术 药物 发 展 的 主要 动力 来 源 是 基因 组 和 蛋白 质 组 的 
研究 。 其 中 最 令 人 注目 的 进展 是 抗体 药物 。 

抗体 是 机 伍 皂 抗 病原 体 的 主要 防御 系 统 。 它 们 是 由 免疫 系统 自主 产生 的 蛋白 
质 。 每 个 抗体 都 可 特异 性 地 识别 作为 抗原 靶 分 子 的 特征 ， 哪 怕 是 极其 微小 的 差 
别 。 引 前 ， 尖 多 数 抗体 药物 都 是 鼠 人 嵌 合 体 抗 体 或 人 源 化 抗体 。 由 十 传 统 的 产生 
抗 仁 方法 是 基于 鼠 的 免疫 机 制 ， 来 源 是 鼠 类 ， 因 而 临床 易 发 生 和 免疫 排斥 反应 。 儿 
对 这 一 问题 ，CAT 牛 物 技 术 公 司 正 在 利用 蛋白 质 组 学 独特 的 技术 体系 ， 以 及 组 
合 噬菌体 抗体 文库 (combinatorial phage antibody librarys)， 加 上 后 基因 组 学 的 一 
些 技术 ， 开 发 能 够 成 为 今后 人 类 党 疗 药物 的 人 抗体 。 

随 着 后 基因 组 时 代 的 到 米 和 科学 技术 区 其 是 借 白 组 学 、 生 物 信 息 学 等 的 爱 
展 ， 蛋 和 白 组 学 在 药物 开发 中 的 作用 会 越 来 越 明 显 ， 通 过 和 蛋白质 组 学 开发 出 的 药物 
也 会 逐渐 深入 到 人 们 的 生活 中 去 。 
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